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Resumo 
 
A apoptose é um mecanismo de morte celular programada que 
ocorre naturalmente nos tecidos. Alterações neste mecanismo podem 
resultar na formação de neoplasias. 
O mastocitoma é uma das neoplasias cutâneas mais frequente 
em canídeos. O fator de prognóstico mais utilizado é o grau histológico. 
Porém, devido à imprevisibilidade desta neoplasia é necessário um 
melhor conhecimento do comportamento da mesma para se melhorarem 
competências em oncologia. 
Neste projeto foram estudados 23 amostras de mastocitomas 
caninos de variadas idades, raça e sexo, que foram submetidas à 
técnica de imunohistoquímica de modo a analisar a expressão de dois 
marcadores pró-apoptóticos (TUNEL e Bax), um marcador anti-
apoptótico (Bcl-2) e um marcador proliferativo (Ki-67). 
A expressão de TUNEL, Bcl-2 e Ki-67 aumentou do grau I para o 
grau III do mastocitoma e a de Bax diminuiu. Houve também uma 
diminuição na expressão de Bax e Bcl-2 no mastocitomas de grau II e 
um ligeiro aumento na expressão de Ki-67 na mesma classe tumoral.  
Observou-se assim maior atividade anti-apoptótica e aumento da 
proliferação celular, associados a um ao prolongamento na 
sobrevivência das células neoplásicas e, consequentemente, a um pior 
prognóstico, no grau de malignidade mais severo o grau III. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Apoptose, mastocitoma, prognóstico, 
imunohistoquímica, marcadores pró-apoptóticos, marcador anti-
apoptótico. 
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Abstract 
 
Apoptosis is a mechanism of programmed cell death that occurs 
normally in tissues. Alterations in this mechanism can result in the 
formation of tumours. 
The mastocytoma is one of the most frequent skin tumours in 
dogs. The most used prognostic factor is the histologic grading. 
However, due to the unpredictability of this neoplasia it is necessary to 
have a better understanding of its behaviour to improve skills in 
oncology. 
In this project 23 samples of canine mastocyotma of various 
ages, race and sex, underwent immunohistochemical technique in order 
to analyze the expression of two pro-apoptotic markers (TUNEL and 
Bax), one ant-apoptotic marker (Bcl-2) and a proliferative marker (Ki-67).  
The expression of TUNEL, Bcl-2 and Ki-67 increased from grade 
I to grade III in mastocytomas and in Bax that expression decreased. 
There was also a decrease in the expression of Bax and Bcl-2 in grade II 
mastocitomas and a minor increase in Ki-67 expression in the same 
tumour class. 
It was observed a greater anti-apoptotic activity and increase in 
cell proliferation which is associated with an extension in the survival of 
neoplastic cells and, thereafter, a worse prognosis in a more severe 
degree of malignancy, grade III. 
 
 
 
Keyword: Apoptosis, mastocytoma, prognosis, imunohistochemistry, 
pro-apoptotic markers, anti-apoptotic marker. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O mastocitoma é uma das neoplasias mais frequentes em 
canídeos, representando cerca de 16% a 21% de todos os tumores 
cutâneos e de 11% a 27% de todos os tumores malignos de pele (Navega, 
2011).  
Por apresentarem um comportamento biológico muito variável 
torna-se necessário encontrar parâmetros clínicos que possam ter utilidade 
diagnóstica e/ou prognóstica, sendo que o próprio grau histológico, pela 
classificação de Patnaik, é dos parâmetros mais utilizados. Este 
conhecimento torna-se mais importante nos mastocitomas de grau II 
(intermédio) já que neste grupo se encontram mastocitomas que partilham 
características dos tumores de grau I (diferenciados) e grau III 
(indiferenciados). 
Este estudo teve como objetivo tentar obter mais informação 
acerca desta neoplasia, ao tentar correlacionar a apoptose e a proliferação 
com um prognóstico. Para tal, avaliou-se a expressão da apoptose com os 
marcadores pró-apoptóticos TUNEL e Bax, e o marcador anti-apoptótico 
Bcl-2, e a expressão da proliferação celular com o marcador Ki-67. 
A razão Bcl-2/Bax foi avaliada já que é esta que determina o 
estado da apoptose nas células tumorais. Quando o nível de Bcl-2 é mais 
elevado que de Bax, a primeira forma um homodímero que irá suprimir a 
apoptose. Se os dois estiverem no mesmo nível podem formar um 
heterodímero que terminará o processo da apoptose. O homodímero 
formado por Bcl-2 pode estar relacionado com a carcinogénese nos 
estádios iniciais. Depois da formação da neoplasia, o heterodímero 
formado por Bcl-2 e Bax é relacionado com a baixa expressão de Bcl-2 
(Sun et al., 2002). 
Estas proteínas coexistem nos tecidos, por isso, a avaliação da sua 
razão (Bcl-2/Bax) é importante, visto ser esta que determina a indução ou a 
inibição da apoptose. Quando esta razão é maior que 1 o sinal anti-
apoptótico é predominante e quando é menor que 1 o mecanismo 
apoptótico ocorre (Porichi et al., 2009). 
 2 
Dado o fato de todos os mastocitomas serem potencialmente 
malignos, a sua frequência e o seu comportamento variável torna-se 
necessário conseguir prever a evolução desta neoplasia de modo a planear 
o tratamento mais adequado. 
Com o crescente desenvolvimento do papel do Enfermeiro 
Veterinário torna-se importante que este possua novos conhecimentos em 
várias áreas que possam vir a ser úteis no auxílio ao Médico Veterinário. O 
objetivo final deste projeto foi providenciar ao Enfermeiro Veterinário 
informação acerca desta neoplasia tão frequente para que melhore as suas 
competências em oncologia.  
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
1.1. APOPTOSE 
A apoptose é um mecanismo biológico de morte celular 
programada que evita que as células com ADN danificado sobrevivam e se 
dividam, propagando o dano somático às células-filha (Dogu & Díaz, 2009). 
Este termo surgiu em 1972 e foi usado por Kerr, Wyllie e Currie para 
descrever os aspetos morfológicos da morte celular.  
O fenómeno apoptose ocorre normalmente durante o 
desenvolvimento e envelhecimento celular e atua como um mecanismo 
homeostático para manter a população celular nos tecidos (Kerr, 2002; 
Elmore, 2007). Também ocorre como um mecanismo de defesa, como é o 
caso das reações imunitárias ou quando as células são danificadas por 
doenças ou agentes nocivos (Cohen, 1997; Norbury & Hickson, 2001).  
É um processo coordenado que pode despender de energia (ATP) 
o qual envolve a ativação de um grupo de proteases de cisteína, 
denominadas caspases, e uma complexa cascata de eventos (Elmore, 
2007). De acordo com Cohen (1997), a apoptose divide-se em 2 fases, 
sendo a primeira um compromisso para a morte celular e a segunda 
caracterizada por modificações morfológicas e estereotipadas da estrutura 
celular, o que sugere um mecanismo de execução comum, nas diferentes 
células.  
Apesar da apoptose ser frequentemente vista como um mecanismo 
de eliminação de células com danos irreparáveis, que podem ameaçar a 
saúde do organismo, o limite de dano necessário para desencadear esta 
função é altamente dependente do tipo de célula (Norbury & Hickson, 
2001).  
 
1.1.1. APRESENTAÇÃO MORFOLÓGICA 
A apoptose provoca o encolhimento celular. Como consequência é 
possível observar a condensação e fragmentação da cromatina nuclear, 
compactação das organelas, a dilatação do retículo endoplasmático, a 
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diminuição do volume celular e a alteração na permeabilidade da 
membrana plasmática. 
Durante as fases iniciais da apoptose é possível observar ao 
microscópio óptico encolhimento celular e picnose (Kerr et al., 1972). Ao 
encolher a célula obriga todas as suas organelas a ficarem compactadas e 
o citoplasma a densificar, levando a cromatina a condensar (picnose).   
De acordo com Elmore (2007) aparecem protuberâncias (blebs) na 
membrana plasmática, causadas pela dissociação entre o citoesqueleto e a 
membrana plasmática, seguidos de cariorréxis e separação de fragmentos 
celulares (blebbing), formando corpos apoptóticos. Os corpos apoptóticos 
são constituídos por uma porção de citoplasma, organelas (na íntegra) 
fortemente compactadas, e podem ter ou não fragmentos nucleares, 
envoltos em membrana plasmática intacta. De seguida, os corpos 
apoptóticos são fagocitados por macrófagos ou células do parênquima, 
ocorrendo a sua degradação dentro de fagolisossomas. Estes macrófagos 
são denominados “tingible body macrophages” e podem ser encontrados 
dentro de centros germinativos de folículos linfoides ou, ocasionalmente, 
dentro do córtex do timo. 
 
1.1.2. APOPTOSE VS NECROSE 
Existem mecanismos de controlo no organismo que detetam 
células que se encontram danificadas. A destruição das mesmas ajuda a 
minimizar a progressão maligna e pode ocorrer de duas vias distintas: 
necrose ou apoptose (Dogu & Díaz, 2009). 
A necrose é uma forma de dano celular letal que, embora seja 
diferente da apoptose, partilha com esta uma rede bioquímica, que é 
descrita como “apoptosis-necrosis continuum” (Zeiss, 2003). As principais 
diferenças entre estes dois processos encontram-se descritas no Quadro 1. 
A morte da célula, seja por apoptose ou por necrose vai depender 
da natureza do sinal da morte celular, do tipo de tecido, do estado de 
desenvolvimento deste último e do meio fisiológico. Estes dois processos 
podem ocorrer independente, sequencial ou simultaneamente, dependendo 
de fatores como a intensidade, a duração e o tipo de estímulo, a dimensão 
B 
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da redução da disponibilidade de ATP (Zeiss, 2003; Elmore, 2007). A 
apoptose pode converter-se em necrose, caso haja, por exemplo, uma 
diminuição da disponibilidade de caspases e ATP intracelular. O dano da 
célula necrótica é mediado por 2 mecanismos principais: interferência com 
o abastecimento de energia celular e dano direto à membrana celular 
(Elmore, 2007), razão pela qual Majno & Joris (1995) defendem a teoria de 
que as células morrem, muito antes, de ser possível a visualização de 
alterações necróticas ao microscópio ótico.  
 
Quadro 1. Principais diferenças entre apoptose e necrose (adaptado 
de Elmore, 2007) 
 
 APOPTOSE NECROSE 
ORGANIZAÇÃO 
CELULAR 
Células individuais ou 
pequenas 
aglomerações 
Células contíguas, 
grandes aglomerações 
ASPETO CELULAR Encolhimento celular Edema celular 
MEMBRANA 
CITOPLASMÁTICA 
Intacto Sofrem rotura 
CITOPLASMA 
ORGANELAS 
PROCESSOS 
NUCLEARES 
Picnose e cariorréxis 
Picnose, cariorréxis e 
cariólise 
INFLAMAÇÃO Não Sim 
ENERGIA Dependente Independente 
 
1.1.3. IRREVERSIBILIDADE 
Muitos dos genes responsáveis pelos processos de morte e 
absorção já foram identificados (Elmore, 2007). A apoptose era vista como 
um processo irreversível, porém, estudos feitos por Hoeppner et al. (2001) 
revelaram que, ao bloquear os genes de absorção em embriões de 
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Caenorhabditis elegans, a sobrevivência celular aumentava quando as 
células eram sujeitas a sinais pró-apoptóticos fracos.  
 
1.1.4. MECANISMOS DA APOPTOSE 
Os mecanismos da apoptose são altamente complexos e 
sofisticados e envolvem uma cascata de eventos moleculares que 
dependem de energia (Elmore, 2007). Atualmente, encontram-se descritos 
dois caminhos ou vias principais, pelos quais a apoptose se pode 
desencadear: a via extrínseca ou citoplasmática e a via intrínseca ou 
mitocondrial. Apesar de serem dois caminhos inicialmente distintos estes 
cruzam-se numa fase comum que consiste na ativação da caspase 3. 
As células que sofrem apoptose exibem várias modificações 
bioquímicas. A clivagem de proteínas, através das caspases, apresenta-se 
como uma das principais caraterísticas bioquímicas das células 
apoptóticas. A origem deste nome está no facto de ser uma protease de 
cisteína, daí o “c”, e por clivar resíduos de ácido aspártico, daí “aspase” 
(Cohen, 1997; Norbury & Hickson, 2001). 
Outra modificação importante é a ligação de proteínas, através de 
uma ligação covalente, de modo a torná-las numa única proteína mais 
estável na sua estrutura (Hayworth, s/d). Esta ligação é conseguida através 
da expressão e ativação da transglutaminase tecidular (Elmore, 2007).  
Ocorre também o colapso do ADN por endonucleases, que 
dependem de Ca2+ e Mg2+, resultando em fragmentos de ADN de 180 a 
200 pares de base (Bortner et al., 1995). 
Por último, há o reconhecimento prematuro de marcadores, 
presentes na superfície da célula, por parte das células vizinhas, de modo 
a que ocorra uma rápida fagocitose, sem comprometimento do tecido 
envolvente (Elmore, 2007).  
 
1.1.4.1.  CASPASES 
 
As caspases encontram-se primeiro numa forma inativa, na forma 
de proenzimas, pois são assim sintetizadas. Após a sua ativação, feita por 
 7 
clivagem em locais específicos do aspartato, estas têm o poder de ativar 
outras caspases, de modo a criar a cascata de caspases que amplifica a 
via de sinalização apoptótica, levando a uma morte celular mais rápida. 
Algumas procaspases podem agregar-se e auto ativar-se (Elmore, 2007). 
As caspases têm uma atividade proteolítica que faz a clivagem de 
proteínas durante a cascata. Quando a cascata é ativada o processo torna-
se irreversível, culminando na morte celular e formação de corpos 
apoptóticos. As principais caspases identificadas até hoje são as caspases 
iniciadoras (caspase 2, 8, 9, 10), as caspases executoras (caspase 3, 6, 7) 
e as caspases inflamatórias (caspase 1, 4, 5) (Cohen, 1997; Rai et al., 
2005), enquanto Cao et al. (2013) afirmam que existem apenas 2 classes 
de caspases envolvidas na apoptose que ocorre em mamíferos: as 
iniciadoras e as executoras. Em humanos, são as caspases 8 e 9 que têm 
um papel chave na cascata de caspases, enquanto outras têm um papel 
executor (Norbury & Hickson, 2001).   
 
2.1.4.2. VIAS DE SINALIZAÇÃO 
 
a) extrínseca 
 
A via extrínseca ou citoplasmática é mediada por recetores de 
morte que se localizam na superfície da membrana celular. Estes recetores 
de morte são membros da superfamília do gene recetor fator de necrose 
tumoral (TNF) que contém proteínas que estão envolvidas não só na 
apoptose, como também na proliferação e diferenciação celular (Norbury & 
Hickson, 2001; Suliman et al., 2001, Elmore, 2007). Os ligandos e seus 
respetivos recetores melhor caracterizados até à data são FasL/FasR, 
TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo 2L/DR4, Apo2L/DR5 (Elmore, 2007). É 
através destes recetores que é transmitido o sinal da superfície para o 
interior da célula.  
A sequência de eventos que define a fase extrínseca da apoptose 
é melhor caracterizada pelos modelos de FasL/FasR e TNF-α/TNFR1. Há 
uma agregação de recetores aos quais se ligam os respetivos ligandos. 
Esta união evoca as proteínas adaptadoras FADD, para a ligação 
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FasL/FasR, e TRADD, para a ligação TNF-α/TNFR1, que apresentam 
domínios de morte correspondentes que se ligam aos recetores. De 
seguida FADD associa-se com a procaspase-8 via dimerização do domínio 
efetor de morte. A esta altura forma-se o complexo de sinalização indutor 
de morte (DISC), que permite a aproximação de duas moléculas de 
procaspase-8, levando à ativação auto-catalítica da procaspase 8. O DISC 
também pode ativar a caspase 10 que também é uma caspase iniciadora 
(Kischkel et al., 1995; Elmore, 2007).  
Dogu & Díaz (2009) referem que existe também um outro tipo de 
via extrínseca que apresenta baixos níveis de caspase 8 ativada. Aqui, a 
amplificação do sinal ocorre por clivagem da proteína Bid pela caspase 8, 
originando tBid, que vai ser transportada para as proximidades da 
membrana mitocondrial, para atuar através da ativação de Bax; o citocromo 
c é libertado para o citoplasma, de modo a ativar a caspase 9. 
Esta via de apoptose pode ser inibida por uma proteína 
denominada c-FLIP que, quando se liga a FADD e à caspase 8, os torna 
ineficazes (Kataoka et al., 1998; Scaffidi, 1999). Segundo Elmore (2007), a 
apoptose via recetor Fas em células T pode ser bloqueada através de uma 
proteína denominada Toso que inibe a caspase 8. 
Técnicas de marcação de afinidade revelaram que a caspase 8 
ativa as caspases 3 e 7 e que, por sua vez, a caspase 3 pode ativar a 
caspase 6; ambas as caspases 6 e 3 clivam proteínas envolvidas na 
apoptose nuclear (Peter & Krammer, 1998). 
 
b) intrínseca 
 
Ao contrário da via extrínseca, na via intrínseca ou mitocondrial, os 
estímulos não dependem de recetores e os sinais produzidos são iniciados 
na mitocôndria e atuam diretamente nos alvos do interior da célula. Os 
sinais produzidos podem ser negativos, como é o caso da ausência de 
fatores de crescimento, hormonas ou citoquinas que podem levar a uma 
falha na supressão da apoptose, ou positivos, como as radiações, as 
toxinas, a hipoxia, a hipertermia, as infeções virais, os radicais livres, entre 
outros. Todos estes estímulos causam modificações a nível da membrana 
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mitocondrial interior, que leva à alteração da permeabilidade da membrana, 
causando a libertação de dois grupos principais de proteínas pró-
apoptóticas para o citosol (Elmore, 2007). 
 O primeiro grupo abrange o Citocromo-c, Smac/DIABLO e a 
protease de serina HtrA2/Omi que ativam a via mitocondrial, dependente 
de caspases. O Citocromo-c liga-se a APAF1 e à procaspase 9, formando 
o apoptossoma, que irá ativar a caspase 9. A ativação da caspase 9 vai, 
posteriormente, ativar a caspase 3 (Peter & Krammer, 1998). 
Smac/DIABLO promovem a apoptose, através da inibição das 
proteínas inibidoras da apoptose (IAP). 
O segundo grupo abarca a proteína AIF, a endonuclease G e a CAD, 
que são libertadas durante a apoptose apenas quando a célula já se 
encontra comprometida a morrer. Todas elas são transportadas para o 
núcleo da célula. A AIF faz a fragmentação do ADN e a condensação da 
cromatina nuclear periférica (fase I da condensação), a endonuclease G faz 
a clivagem da cromatina para produzir fragmentos de ADN 
oligonucleossómicos e a CAD, depois de clivada pela caspase 3, leva a 
fragmentação de ADN oligonucleossómica e a uma condensação da 
cromatina mais pronunciada e avançada (fase II da condensação). 
O controlo e a regulação destes eventos apoptóticos mitocondriais 
ocorrem através de membros da família de proteínas Bcl-2 que fazem a 
regulação da permeabilidade da membrana mitocondrial e podem ser pró-
apoptóticos, como Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik e Blk, ou anti-
apoptóticos, e incluem as seguintes proteínas: Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, 
Bcl-w e BAG. São estas proteínas que determinam se a célula irá sofrer ou 
não apoptose, julgando-se que o seu mecanismo de ação é a regulação da 
libertação de Citocromo-c por alteração da permeabilidade da membrana 
mitocondrial (Elmore, 2007). 
 
c) via executora 
 
A via extrínseca e a via intrínseca terminam quando as caspases 
executoras são ativadas de modo a iniciar a fase executora da apoptose, 
considerada a fase final da apoptose (Elmore, 2007). As caspases 
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executoras (caspases 3, 6 e 7) entram em ação, ativando endonucleases 
citoplamáticas e proteinases para fracionar o material genético, as 
proteínas nucleares e as proteínas do citoesqueleto. 
A caspase 3 é considerada a caspase executora mais importante e 
pode ser ativada por qualquer uma das caspase iniciadoras (caspase 8 – 
via extrínseca, 9 – via intrínseca ou 10). Esta caspase ativa a 
endonuclease CAD, através da clivagem da sua inibidora – ICAD, que irá 
posteriormente degradar o ADN cromossómico e causar a condensação da 
cromatina no núcleo. A caspase 3 também induz a reorganização do 
citoesqueleto e a desintegração da célula em corpos apoptóticos (Elmore, 
2007). 
Para finalizar esta fase, os corpos apoptóticos serão fagocitados 
por macrófagos. A assimetria fosfolipídica e a exteriorização da 
fosfatidilserina, na superfície das células apoptóticas, e os seus fragmentos 
são a “imagem de marca” desta fase (Elmore, 2007). A fosfatidilserina 
ajuda ao reconhecimento fagocítico, permitindo que a célula seja removida 
numa fase inicial (Fadok et al., 2001), sem provocar uma reação 
inflamatória. Estes processos encontram-se resumidos na Figura 1. 
 
Figura 1. Esquema das vias de sinalização da apoptose. 
 
 11 
2.1.5. APOPTOSE NA FISIOLOGIA 
O papel da apoptose nas funções fisiológicas é tão significativo 
como a mitose (Elmore, 2007). Ambos os fenómenos se complementam, 
criando um equilíbrio no organismo que permite a regulação e o 
desenvolvimento dos vários sistemas. Muitas proteínas desempenham um 
papel tanto no ciclo celular como na apoptose. Caso a célula sofra danos 
no ADN, a extensão dos mesmos e o nível dessas proteínas determinam 
se a célula progride para apoptose ou morte celular (Dogu & Díaz, 2009). 
O corpo humano adulto perde, diariamente, muitas células por 
apoptose. Para reestabelecer este número são produzidas 10 biliões de 
novas células, um número que pode aumentar em casos de doença ou de 
envelhecimento (Renehan et al., 2001). 
A apoptose é o mecanismo que o organismo utiliza para se livrar 
de células que se encontram afetadas por qualquer agente patogénico e é 
um componente vital para a cicatrização de feridas, fazendo a remoção de 
células inflamatórias e desenvolvendo o tecido de granulação (Greenhalgh, 
1998). A desregulação da apoptose, durante a cicatrização de feridas, pode 
levar à fibrose excessiva ou cicatrizes (Elmore, 2007). 
 
 
2.1.6. APOPTOSE NAS DIFERENTES PATOLOGIAS 
 
Clarke & Tyler (2009) fizeram uma revisão de estudos realizados 
em modelos animais. Nestes estudos, foi analisada a apoptose em 
doenças induzidas por vírus in vivo no sistema nervoso central, no coração 
e no fígado. Foram detetadas células apoptóticas nestes três componentes, 
seguidos de infeção por diferentes vírus. Além da apoptose ter sido 
correlacionada com a severidade da doença em vários modelos animais, 
vários estudos mostraram que houve um decréscimo na gravidade das 
afeções quando seguidas de tratamento com agentes anti-apoptóticos, o 
que mostra que este fenómeno é um mecanismo importante em doenças 
induzidas por vírus. Os autores sugerem que a apoptose e as vias de 
sinalização apoptóticas podem proporcionar novos alvos para tratamento 
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destas patologias humanas. Contudo, também relembram que os vírus 
apresentam diferentes estratégias quer para beneficiar quer para evitar a 
apoptose, sendo por isso, necessário definir o papel exato deste 
mecanismo na patogénese de cada infeção viral individualmente, visto que 
alguns, ao inibir a apoptose, podem agravar a patologia. 
Num estudo do tecido laminar de equinos, Laskoski (2009) estudou 
a imunoexpressão da apoptose utilizando os anticorpos anti-caspase 3 e 
anti-caspase 14. Para o primeiro, a marcação foi positiva no núcleo das 
células basais presentes na lâmina epidérmica secundária, tendo no 
entanto havido grande variabilidade na marcação. O segundo não 
apresentou imunomarcação no tecido laminar. O facto da caspase 3 
apresentar grande variabilidade de imunomarcação mostra que, durante a 
fase inicial da lesão laminar, não ocorre ativação excessiva das caspases, 
o que sugere que a apoptose não está envolvida nas lesões laminares nas 
fases iniciais de desenvolvimento da doença. 
Ferrington et al. (2006) estudaram a suscetibilidade do epitélio 
pigmentado da retina a duas vias apoptóticas (uma dependente de 
caspases e outra independente de caspases) quando submetidas a 
diferentes estímulos. Os resultados mostraram que esses estímulos 
suscitam a apoptose em culturas de epitélio pigmentado da retina, por 
ambas as vias. Por este mecanismo ser tão importante em várias 
patologias que causam cegueira, os autores sugerem que é necessário 
definir, com precisão, as vias envolvidas no processo patológico. 
A apoptose nas células tubulares renais é um mecanismo 
importante na patogénese da insuficiência renal aguda. Para testar o papel 
que a proteína survivina possui na proteção da apoptose, Kindt et al. (2008) 
utilizaram ratos transgénicos com baixos níveis de survivina e conseguiram 
mostrar que esta proteína é necessária para proteger o rim da apoptose ao 
suprimir a expressão de p53 e melhorar a disfunção renal. Deste estudo 
conseguiu-se concluir que a survivina interfere na deterioração da função 
renal e preserva a integridade dos rins e das células tubulares renais ao 
inibir o processo apoptótico. 
Mucci et al. (2002) investigaram a depleção de timócitos em 
infeções causadas por Trypanosoma cruzi, o qual produz uma enzima 
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denominada trans-sialidase (TS). A administração em ratos desta enzima 
recombinada induziu a redução da celularidade por meio da apoptose. 
Contudo, a administração de um neutralizador de TS evitou alterações no 
timo. Desta investigação concluiu-se que o TS é o fator de virulência de 
Trypanosoma cruzi responsável por alterações tímicas através da indução 
da apoptose, podendo ser revertido através da administração de um 
neutralizador. 
Para testar os efeitos de bactérias em oócitos Pelzer et al. (2013) 
examinaram ADN no interior de oócitos de ratos após 12 horas de 
incubação com fluidos foliculares humanos colhidos de mulheres 
submetidas a fertilização in vitro. Cada amostra de fluido folicular foi posta 
em cultura para detetar a presença de bactérias. A técnica TUNEL foi 
usada para deteção de ADN fragmentado nos oócitos. Foram detetadas 
bactérias como Streptococcus anginosus, Peptoniphilus spp., Lactobacillus 
gasseri, Lactobacillus gasseri, Enterococcus faecalis e Propionibacterium 
acnes, porém não houve fragmentação de ADN em oócitos de ratos 
incubados com fluido folicular humanos contendo Lactobacillus gasseri e 
Enterococcus faecalis. Uma baixa taxa de fertilização em oócitos humanos 
foi associada a uma fragmentação extensiva em oócitos de ratos. Do 
estudo pode-se comprovar que a colonização de bactérias em fluido 
folicular humano in vivo pode causar fragmentação após 12 horas de 
incubação in vitro, levando a concluir que a presença de bactérias no fluido 
folicular pode resultar em oócitos de fraca qualidade e/ou embriões, 
conduzindo a fracos resultados de fertilização in vitro. 
Piro et al. (2000) investigaram e quantificaram a presença de 
apoptose nos estádios iniciais de isquemia miocárdica em humanos. Para 
tal testaram os tecidos com TUNEL, Bax, Bcl-2, cpp32, FAS e FAS-L. 
Enquanto TUNEL foi positivo em 87,5% dos casos, os restantes anticorpos 
deram resultado negativo. Os autores demonstraram que a apoptose 
precede a necrose em humanos mas a deteção deste fenómeno não pode 
ser utilizada como uma ferramenta de diagnóstico visto que pode ser 
ativado por eventos não isquémicos  
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2.2. MASTOCITOMA 
O mastocitoma é uma neoplasia descrita em todas as espécies 
mas, pela sua frequência e gravidade, assume maior importância no cão, 
onde a sua incidência está descrita como sendo de 16% a 21% de todos os 
tumores cutâneos e de 11% a 27% (Navega, 2011) de todos os tumores 
malignos de pele. Carateriza-se por se apresentar como uma lesão única 
ou múltiplas, sendo estas compostas por mastócitos em quantidades 
anormais. Há ocorrência de mastocitomas múltiplos em 9% a 22% dos 
cães com mastocitomas. A Organização Mundial de Saúde (OMS) coloca a 
ocorrência de mastocitomas múltiplos na tabela de classificação 
histológica, como sendo de um estado avançado, denominado estado III 
(Jubb et al., 1993; Withrow & Vail, 2007; Mackowiak et al. 2012). 
Porém, é necessário ter em conta que existem acumulações de 
mastócitos em síndromes parasitárias, micóticas, alérgicas, inflamatórias 
ou idiopáticas e efetuar o diagnóstico diferencial com mastocitoma. 
O mastocitoma é mais comum em cães mais velhos, com média de 
8 a 9 anos de idade, dependendo dos autores. Apesar deste facto, Withrow 
& Vail (2007) afirmam que o mastocitoma pode ocorrer em cães entre as 3 
semanas e os 19 anos de idade. Já quanto ao género, existe maior 
consenso entre os autores que afirmam que não existe predisposição 
sexual. O Boxer é uma das raças que maior prevalência de mastocitoma 
apresenta, entre muitas outras, que se encontram discriminadas no Quadro 
2.  
 
Quadro 2. Raças mais predisponentes para o mastocitoma 
 
Boxer Bull Terrier Golden Retriever 
Boston Terrier Bullmastiff Pug 
Labrador Retriever Sttafordshire Terrier Shar Pei 
Beagle English Bulldog Leão da Rodésia 
Schnauzer Dashunds Weimaraner 
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Os mastocitomas cutâneos têm origem nas células mastocitárias 
que se encontram na derme e no tecido subcutâneo. Os mastócitos 
possuem grânulos de histamina e heparina no seu citoplasma, os quais 
crescem à medida que a célula matura. A técnica azul de toluidina permite 
visualizar grânulos citoplasmáticos metacromáticos em mastócitos (Culling 
et al., 1985). 
Os mastocitomas apresentam-se como massas da derme e/ou 
subcutâneas, nodulares, não capsuladas, com textura semelhante a 
borracha e com cerca de 3 cm de diâmetro. Couto (2011) refere-se ao 
mastocitoma como uma entidade capaz de imitar qualquer lesão dérmica 
primária ou secundária, incluindo mácula, pápula, nódulo, tumor e crosta. 
Estas massas são compostas por células redondas com núcleos redondos 
e centrais, citoplasma abundante, granular e basofílico e membrana celular 
indistinta, que se encontram disseminadas ou dispostas em aglomerados 
de células, como se pode observar nas Figuras 2 e 3.  
 
 
Figura 2. Mastocitoma de grau I, retirado do membro posterior de um Serra da 
Estrela fêmea de 8 anos (Foto gentilmente cedida pelo Laboratório de Anatomia 
Patológica da ESAV). 
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Figura 3. Mastocitoma de grau I, retirado do membro posterior de um Basset Hound 
macho de 11 anos (Foto gentilmente cedida  pelo Laboratório de Anatomia  
Patológica da ESAV). 
 
Raramente se deslocam para a junção derme-epiderme e não se 
vêm agregados de mastócitos na intraepiderme. A epiderme apresenta-se 
intacta quando ocorrem pequenas lesões mas quando as lesões são 
grandes, frequentemente apresenta-se ulcerada. A derme e o tecido 
subcutâneo podem apresentar edema severo que lembra inflamação (Jubb 
et al., 1993). Apesar do mastocitoma poder ocorrer em qualquer parte do 
corpo, como na zona prepucial. Este é mais comummente observado na 
derme e no tecido subcutâneo de locais como o tronco (50% a 60%), 
extremidades (40%) e cabeça (10%). A cabeça e o pescoço são locais 
incomuns e existem casos, também menos frequentes, de mastocitomas 
em locais como a conjuntiva, glândulas salivares, nasofaringe, laringe, 
cavidade oral, trato gastrointestinal, ureter e coluna (Scott et al. 2001). 
Uma forma subcutânea de mastocitoma, que se apresenta macio e 
carnudo à palpação, é frequentemente mal diagnosticado como lipoma 
(Withrow & Vail, 2007). De facto, aproximadamente 10% a 15% de todos os 
mastocitomas caninos são indistinguíveis de um lipoma subcutâneo comum 
(Couto, 2011). No mastocitoma é possível observar-se também focos de 
necrose tumoral, de necrose vascular, de mineralização e de granuloma de 
colagénio induzido. A presença de eosinófilos nestas neoplasias é comum, 
 17 
podendo o número ser variável de poucos a numerosos, e tanto se podem 
encontrar dispersos pelo tecido, como em agregados. 
 
2.2.1. ETIOLOGIA 
 
A etiologia do mastocitoma é, em grande parte, desconhecida, 
porém pensa-se que este tumor seja de origem multifatorial. No passado, 
esta origem foi atribuída às inflamações crónicas ou à aplicação de 
irritantes da pele (Withrow & Vail, 2007; Mackowiak et al. 2012).  
Scott et al. (2001) sugerem que este tumor pode ter uma causa 
viral, porém, só foram encontradas partículas virais ocasionalmente, em 
exames ultra estruturais. Pesquisas feitas mostraram que não existem 
partículas virais (como o C-type) nem evidências de transmissão horizontal, 
porém Scott et al. (2001) refere um estudo que revelou um fenómeno 
também descrito como comum em humanos, a fragilidade dos loci 
cromossómicos, em Boxers com mastocitomas, o  que se julga predispor, 
geneticamente, para o desenvolvimento de certos tumores. Este fenómeno 
encontrava-se aumentado nestes animais, contudo, Withrow & Vail (2007) 
afirmam que nessa experiência, incluiu-se, como controlo, Boxers sem 
tumores e jovens, julgando-se, posteriormente, que a diferença de idade 
pode ter sido responsável pelo aumento da fragilidade dos loci 
cromossómicos.  
A respeito da etiologia genética deste tumor pouco mais se sabe, 
apesar de algumas alterações genéticas terem sido detetadas na via 
supressora de tumor p53. Nos humanos existem também mutações neste 
gene associadas ao mastocitoma, cuja proteína codificada funciona como 
um regulador negativo para a proliferação celular, e a sua deteção, por 
métodos imunohistoquímicos, relaciona-se com o comportamento 
agressivo de algumas neoplasias (Gross et al., 2005). Porém, o mesmo 
não acontece com os cães, pois nestes a deteção da proteína não tem sido 
útil para caraterizar a associação clínica entre as caraterísticas citológicas 
e o tempo de vida ou ocorrência de recidivas (Streffezi, 2007). Alterações 
nas proteínas p21 e p27 foram também identificadas em mastocitomas 
(Withrow & Vail, 2007). Mais recentemente, descobriu-se uma ligação ao 
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SCF (stem cell factor), visto que ocorre expressão do c-kit, recetor tirosina 
quinase para o crescimento hematopoiético do SCF. Além de ajudar no 
crescimento de mastócitos normais, o SCF também se mostrou capaz de 
induzir a secreção de grânulos mastocitários, in vivo e in vitro (Withrow & 
Vail, 2007). Segundo este autor, há estudos que demonstram a presença 
de mutações na região da justamembrana do c-kit em 13% a 50% dos 
mastocitomas, sendo estes responsáveis pela ativação constitutiva na 
ausência de ligação a SCF; este fenómeno parece ser mais comum em 
mastocitomas de médio e alto grau, com comportamento biológico mais 
agressivo e pode estar associado a um mau prognóstico.  
Os Boxers e Boston Terriers possuem oncogenes que são 
transmitidos à descendência, os quais combinados com uma vigilância 
imunodeficiente, geneticamente determinada, resultam numa maior 
incidência do mastocitoma nestas raças (Scott et al., 2001).  
Tal como nos humanos, os mastocitomas em cães foram 
associados a mutações do proto-oncogene c-kit, caraterizado por 
duplicações em “tandem”, o que leva à ativação constante do recetor 
tirosina quinase e subsequente proliferação mastocitária (Gross et al., 
2005). 
 
2.2.2. PATOGÉNESE 
 
Os animais que apresentam mastocitoma podem ter complicações 
relacionadas com a libertação de constituintes bioativos dos grânulos 
mastocitários, como a histamina e a heparina, cuja libertação está 
associado à palpação do tumor. Este fenómeno designa-se por “Darier’s 
sign” que resulta em edema local e inflamação, o qual, por sua vez, pode 
estar associado à rara ocorrência de rubor. Logo após exercício físico ou 
exposição ao frio, pode ocorrer tumefação dispersa (edema e inflamação 
em redor do tumor primário ou lesão metastática), eritema ou contusões da 
área afetada de uma forma aguda (Scott et al., 2001; Withrow & Vail, 2007; 
Couto, 2011). 
Podem ocorrer ulcerações gastrointestinais (observadas em 35% a 
83% de necrópsias), das quais uma pequena percentagem pode levar a 
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perfuração. Pensa-se que a histamina libertada atua nas células parietais, 
via recetores H2, estimulando-os, resultando num aumento da secreção de 
ácido clorídrico e talvez isquemia local da mucosa. Este processo pode 
levar à ulceração e, por sua vez, originar hemorragias severas que podem 
chegar a ser fatais. Porém, raramente acontece shock hipotensivo devido a 
desgranulação massiva. Como a concentração da histamina se encontra 
aumentada em casos de mastocitoma, a monitorização deste parâmetro 
pode ser útil na monitorização da evolução da doença. Os cães com 
mastocitoma também apresentam baixa concentração de gastrina, que é 
normalmente libertada pelas células G do antro pilórico em resposta a uma 
concentração elevada de ácido clorídrico gástrico, atuando como um 
feedback negativo. Assim, pensa-se que esta será a causa da ulceração 
gástrica: aumento de ácido clorídrico em combinação com dano vascular. É 
assim aconselhável que todos os animais com mastocitoma sejam 
avaliados para pesquisa de sangue oculto nas fezes. Durante a excisão 
cirúrgica de um mastocitoma pode ocorrer desgranulação e consequente 
libertação de histamina, o que pode levar a uma situação de hipotensão, a 
qual pode pôr em risco a vida do animal. Devido à libertação de heparina 
dos grânulos dos mastócitos podem observar-se problemas de coagulação 
em cães com mastocitoma. Nestes casos também podem ocorrer 
complicações sérias durante a cirurgia, caso haja hemorragias localizadas, 
causadas por desgranulação, resultantes da manipulação do tumor; podem 
ocorrer complicações sérias, mesmo que os parâmetros de coagulação 
estejam normais antes da cirurgia (Withrow & Vail, 2007; Couto, 2011). 
Poderá também ocorrer atraso na cicatrização do local de onde foi 
retirado o mastocitoma, devido aos efeitos locais das enzimas proteolíticas 
e aminas vasoativas libertadas pelo tumor. Estudos feitos em ratos 
sugerem que a histamina libertada do tumor liga-se aos recetores H1 e H2 
nos macrófagos, resultando na libertação de um factor supressor 
fibroblástico que diminui a fibroplastia normal e atrasa a cicatrização 
(Withrow & Vail, 2007).  
O comportamento biológico do mastocitoma é imprevisível. Por 
exemplo, os mastocitomas bem diferenciados são geralmente solitários e 
apresentam um potencial metastático e de disseminação baixos. Porém, 
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existem casos de vários mastocitomas que se encontram distribuídos pelo 
animal, apesar de, na sua avaliação histopatológica, serem considerados 
bem diferenciados (Couto, 2011). 
Os mastocitomas são sempre considerados malignos mas o seu 
verdadeiro potencial metastático não é inteiramente conhecido (Vascellari 
et al., 2012) 
Podem ocorrer metástases, especialmente em tumores de grau III 
(indiferenciados), em primeiro lugar nos linfonodos regionais mais 
próximos. Contudo, podem ocorrer tumores que escapam à drenagem 
desses primeiros linfonodos e disseminam-se até aos restantes. Existem 
locais nos quais os tumores são mais agressivos e com maior potencial 
metastático, como a parte distal dos membros, as regiões perineal e 
inguinal, e os tumores extracutâneos (como na orofaringe e na região 
intranasal), quando comparado com outras regiões como, por exemplo o 
tronco ou o pescoço (Couto, 2011).  
O mastocitoma pode tornar-se numa doença sistémica que 
usualmente ocorre em cães com história de excisão tumoral e se 
assemelha às malignidades hematopoiéticas, como o linfoma ou a 
leucemia. 
Os mastócitos são atraídos para o local do tumor através da 
libertação de citoquinas inflamatórias, podendo promover o seu 
crescimento, não só pelo número de células como também pelo fomento da 
angiogénese, resultando num prognóstico desfavorável (Theoharides & 
Conti, 2004; Maltby et al., 2009, Mackowiak et al., 2012). 
 
2.2.3. DIAGNÓSTICO 
 
Os mastocitomas raramente apresentam uma aparência típica, 
pelo que muitas vezes o fenómeno Darier’s sign, referido anteriormente, é 
uma ajuda para o estabelecimento do diagnóstico (Couto, 2011).  
Quando os mastócitos estão presentes num grande número e, 
essencialmente, como uma população pura, é feito o diagnóstico de tumor 
mastocitário (mastocitoma). Alguns clínicos mais cuidadosos consideram 
este crescimento como mastocitose cutânea (neoplasia cutânea benigna), 
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até que a sua natureza neoplásica seja confirmada por crescimento 
invasivo ou evidência morfológica de anaplasia (Jubb et al., 1993).  
O diagnóstico do mastocitoma é feito através da citologia de uma 
amostra retirada, através do método de FNA (fine needle aspiration), como 
são exemplos as Figuras 4, 5 e 6. Após a recolha, a amostra pode ser 
corada pelo método de Romanowsky ou colorações hematológicas rápidas. 
Ao microscópio, podem observar-se células redondas de tamanho médio 
com grânulos citoplasmáticos abundantes, pequenos e uniformes que 
coram de vermelho arroxeado. Nem todos os grânulos coram de imediato, 
por isso deve ser feita uma coloração com Wright-Giemsa que ajuda na 
revelação dos mesmos. Também é frequente a visualização de eosinófilos 
no esfregaço. Esta aspiração, apesar de ser conveniente para o 
diagnóstico, não é suficiente para determinar o grau histológico do tumor 
(Withrow & Vail, 2007). 
 
 
Figura 4. FNA de um mastocitoma, com numerosos grânulos. 
Coloração de Wright, objetiva 1000x (adaptado de Withrow & Vail, 
2007). 
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Figura 5. FNA de um linfonodo de um canídeo com mastocitoma 
metastásico, sem grânulos no interior da célula tumoral. 
Coloração Diff-Quik, objetiva 1000x (adaptado de Withrow & Vail, 
2007). 
 
      
Figura 6. Aspirado de um linfonodo de um canídeo com 
mastocitoma cutâneo, com agregados de mastócitos (adaptado 
de Withrow & Vail, 2007). 
 
Os mastocitomas cutâneos têm uma variedade enorme de 
apresentações clínicas e, apesar da maioria destes tumores serem 
solitários, uma pequena percentagem (11% a 14%, segundo Withrow & 
Vail, 2007, e 10% a 15% segundo Gross et al., 2005) dos animais 
apresenta múltiplas lesões multicêntricas. A aparência dos tumores está 
relacionada com o seu grau de diferenciação histológica; por exemplo, 
tumores bem diferenciados tendem a ser solitários, com 1 a 4 cm de 
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diâmetro, de crescimento lento, apresentam consistência do tipo borracha 
ao toque, estão presentes pelo menos por 6 meses, não são ulcerados, 
mas perdem o pelo adjacente; os tumores indiferenciados tendem a ter 
crescimento rápido, com lesões ulcerativas que causam irritação e atingem 
um tamanho grande. Os tecidos envolventes podem tornar-se inflamados e 
edematosos e pequenos nódulos podem desenvolver-se nesses tecidos. 
Os tumores de diferenciação intermédia apresentam-se macios e carnudos 
à palpação, confundindo-se muitas vezes com lipoma. O mastocitoma 
apresenta-se alopécico, eritematoso, com nódulos edematosos que variam 
de milímetros a centímetros (Withrow & Vail, 2007). 
A classificação de Patnaik et al (1984) é bastante utilizada para a 
classificação do mastocitoma, relacionando o grau histológico e o 
comportamento biológico. Esta classificação tem em conta as 
características citológicas do tumor, depende da morfologia celular, do 
índice mitótico, da celularidade, do grau de granularidade e grau de 
anisocitose e classifica os mastocitomas bem diferenciados como grau I, os 
de diferenciação intermédia como grau II e os indiferenciados como grau 
III, relacionando cada um deles com um determinado tempo de 
sobrevivência (Patnaik et al., 1984; Mackowiak et al, 2012). No Quadro 3 
encontra-se um resumo destas características. 
Num estudo recente Kiupel et al. (2011) conceberam um novo 
método de classificação que divide os mastocitomas em 2 graus: baixo 
grau e alto grau. Os autores deduziram, com este estudo, que o sistema de 
2 graus elimina a ambiguidade da classificação intermediária (grau II), 
permitindo aos patologistas identificar mastocitomas biologicamente 
agressivos com maior consistência, constituindo uma ajuda mais fiável para 
predizer o tempo de sobrevivência do que o sistema de Patnaik. Assim, o 
sistema de 2 graus deve ser utilizado como uma ferramenta inicial aquando 
do exame histológico de rotina e diagnóstico de uma mastocitoma cutâneo 
(Kiupel et al, 2011; Mackowiak et al., 2012; Takeuchi et al., 2013). 
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Quadro 3. Classificação histológica do mastocitoma segundo Patnaik 
 
GRAU 
GRAU I 
(BEM 
DIFERENCIADO) 
GRAU II 
(INTERMÉDIO) 
GRAU III 
(INDIFERENCIADO) 
D
E
S
C
R
IÇ
Ã
O
 M
IC
R
O
S
C
Ó
P
IC
A
 
 
 
Celularidade 
Pouco celular Moderada a 
altamente celular 
Muito celular 
Padrão 
organizacional 
Fileiras ou 
agrupamentos 
Aglomerados 
 
Aglomerados 
 
Aspeto celular 
 
Mastócitos 
monomórficos e bem 
diferenciado 
Mastócitos 
moderadamente 
pleomórficos 
Mastócitos 
pleomórficos 
Aspeto nuclear 
Núcleo redondo Núcleos de aspeto 
variável de redondo a 
recortado 
Núcleo de tamanho e 
forma irregular 
1 a vários nucléolos 
proeminentes 
Granulação 
Muitos grânulos 
citoplasmáticos 
volumosos e visíveis 
Citoplasma finamente 
granular 
Poucos grânulos 
citoplasmáticos 
Localização 
Derme Derme, tecido 
subcutâneo e, 
ocasionalmente, aos 
tecidos mais 
profundos 
Estendem-se até ao 
tecido subcutâneo e 
tecidos subjacentes, 
substituindo-os 
Mitoses 
Figuras mitóticas 
raras 
0 a 2 figuras mitóticas 
por campo de grande 
ampliação 
3 a 6 figuras mitóticas 
por campo de alta 
potência 
Outros 
Reação de necrose 
mínima no estroma 
Algumas áreas 
apresentam edema, 
necrose e colagénio 
hialinizado 
Apresenta áreas de 
hemorragia, edema, 
necrose e colagénio 
hialinizado 
METASTIZAÇÃO Fraco potencial 
(sobretudo se 
solitário) 
Elevado potencial 
metástico 
Elevado potencial 
metástico 
SOBREVIDA 90% sobrevivem por 
3 anos 
55% sobrevivem por 
3 anos 
10-15% sobrevivem 
por 3 anos 
MALIGNIDADE Baixo grau Grau moderado Elevado grau 
 
 
2.2.4. PROGNÓSTICO 
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Os fatores de prognóstico deste tumor ajudam a predizer o 
comportamento biológico do mesmo. Estes ajudam também na realização 
de um diagnóstico mais correto, no sentido em que o conhecimento do 
grau de desenvolvimento do tumor permite decidir qual o melhor tratamento 
a realizar, sendo este o fator de prognóstico mais consistente (Mackowiak 
et al, 2012).  
O local do tumor é também um fator de prognóstico descrito. Por 
exemplo, os tumores na região prepucial/área inguinal, região subungueal 
e outros locais mucocutâneos, incluindo cavidade oral e períneo, estão 
associados a um comportamento mais agressivo (Withrow & Vail, 2007). 
Porém, estudos mais recentes concluíram que não existe nenhuma 
diferença entre os tumores que se encontram nestes locais ou em locais 
cutâneos (Cahalane et al., 2004; Sfiligoi et al., 2005).  
O grau clínico é outro fator de prognóstico descrito. Contudo 
existem estudos que sugerem que não há nenhuma diferença de resultado 
entre pacientes com um único tumor e pacientes com múltiplos tumores 
cutâneos. A proliferação celular descontrolada tem um papel importante no 
desenvolvimento deste tumor, visto que um crescimento rápido é sinal de 
um mau prognóstico e um crescimento lento (mais de 26 semanas) é sinal 
de bom prognóstico. Os cães que apresentam um mastocitoma de alto 
grau têm um tempo de sobrevivência de 18 semanas após o diagnóstico, 
enquanto que os que apresentam mastocitomas de grau intermédio e baixo 
grau têm um tempo de sobrevivência de 28 e 51 semanas, respetivamente. 
Na presença de um mastocitoma de grau intermédio, o prognóstico torna-
se mais difícil dada a instabilidade deste grau, visto que estes 
mastocitomas tanto podem ter um comportamento benigno ou um 
comportamento de crescimento agressivo, recorrer e metastizar (Scott et 
al., 2001; Gross et al., 2005; Giantin et al., 2012; Vascellari et al., 2012).  
O índice mitótico é também um fator de prognóstico. Os 
mastocitomas mais indiferenciados apresentam um maior número de 
mitoses. Dependendo do número de mitoses, é possível fazer a distinção 
entre os diferentes graus histológicos e, como já foi descrito, quanto mais 
indiferenciado for o mastocitoma, pior será o seu prognóstico (Couto, 
2011).  
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Nenhum destes fatores, consegue, isoladamente, predizer com 
rigor o comportamento biológico ou a resposta ao tratamento em cães com 
mastocitoma; além disso, os fatores clínicos, incluindo tamanho do tumor, 
raça, sexo e estado clínico, podem influenciar o resultado (Vascellari et al., 
2012). 
Quando o animal apresenta sinais sistémicos como anorexia, 
vómito, melena, eritema generalizado e edema, associado a substâncias 
vasoativas derivadas da desgranulação dos mastócitos (sinais associados 
às formas viscerais de tumores mastocitários), o prognóstico é mais 
reservado. Um mau prognóstico foi também associado a ulceração local do 
tumor, eritema e prurido; por outro lado, o reaparecimento do tumor, após 
excisão cirúrgica, foi também associado a um prognóstico reservado. 
Considerando tudo isto, conclui-se que uma terapia apropriada e agressiva, 
o mais rápido possível, é a melhor abordagem, pois melhora o prognóstico 
dos pacientes (Scott et al., 2001).  
 
2.2.5. TRATAMENTO 
 
O tratamento do mastocitoma depende dos fatores de prognóstico 
e da fase clínica da doença. Os tratamentos de eleição para este tumor são 
a excisão cirúrgica e a radioterapia (Scott et al., 2001). 
Antes de realizar qualquer terapia deve ter-se em conta o local, a 
acessibilidade, o grau e as margens do tumor. Para tal, devem realizar-se 
exames como o RX, palpação, ecografia e tomografia computorizada.  
Idealmente, se os fatores de prognóstico forem favoráveis a tal, 
deve efetuar-se a excisão cirúrgica com margens alargadas (3 cm de tecido 
envolvente) e em profundidade, podendo ser necessária remoção de 
músculo (Figura 7). Posteriormente, os tecidos recolhidos durante a cirurgia 
devem ser analisados através de exame de diagnóstico histopatológico, 
para determinar o grau do tumor. Caso as margens se encontrem 
incompletas deverá optar-se por uma nova excisão de margens maiores 
(se for possível), ou radioterapia auxiliar. A quimioterapia também pode ser 
utilizada num curto período - 3 a 6 meses (Withrow & Vail, 2007; Strefezzi, 
2007; Oliveira, 2008). 
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Figura 7. Remoção cirúrgica de um mastocitoma. A, Margens cirúrgicas planeadas. B, 
Após a excisão com margens alargadas e plano fascial profundo para alcançar a 
remoção completa (adaptado de Withrow & Vail, 2007). 
 
Antes da cirurgia pode realizar-se um tratamento com 
glucocorticoides intralesionais ou sistémicos, ou ambos, que poderão 
diminuir o volume do tumor, a tumefação e a inflamação local, ajudando à 
excisão mais adequada, o que também pode ser conseguido por 
radioterapia pré-cirúrgica e água desionizada intralesional. A redução pré-
cirúgica do tumor aumenta a probabilidade de obter margens 
completamente livres do mesmo (Scott et al., 2001; Teng et al., 2012). 
Quando a excisão cirúrgica não é possível porque o tumor se 
encontra em locais de difícil acesso deve optar-se por um tratamento com 
radioterapia (Scott et al., 2001; Withrow & Vail, 2007; Strefezzi, 2007; 
Oliveira, 2008). 
Se o mastocitoma se encontrar na parte distal de uma extremidade 
pode realizar-se amputação, terapia de feixe externo ou uma combinação 
de cirurgia com radioterapia (Withrow & Vail, 2007). 
Apesar de não terem sido completamente investigadas e não 
apresentarem um sucesso tão grande como a cirurgia e radioterapia, 
existem outras terapias locais alternativas como: 
 braquiterapia intralesional, 
 terapia fotodinâmica, 
 corticosteroides intralesionais, 
 crioterapia, 
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 água desionizada intralesional (Scott et al., 2001; Strefezzi, 
2007; Oliveira, 2008). 
 
Nos casos de mastocitomas indiferenciados com metástases o 
tratamento cirúrgico não é suficiente e deve ser combinado com um 
tratamento sistémico com corticosteroides (prednisona) e outros 
glucocorticoides, para diminuir a proliferação celular e induzir a apoptose. 
Em casos de tumores metastáticos, a terapia de eleição é a quimioterapia 
com terapia de suporte. Existem 2 protocolos de quimioterapia bastante 
utilizados que incluem a utilização de prednisona ou o CVP (ciclofosfamida, 
vinblastina e prednisona). Também se pode utilizar a lomustina que pode 
ser combinada com algumas das anteriores (Withrow & Vail, 2007). 
Nos casos em que ocorre desgranulação também deve ser 
realizada uma terapia auxiliar para inibir a libertação de histamina: 
difenidramina, para recetores H1, e cimetidina ou ranitidina, para recetores 
H2 (Scott et al., 2001; Strefezzi, 2007; Oliveira, 2008). 
Concluindo a terapia definitiva, o animal deve ser reavaliado após 
um mês, depois a cada três meses, durante um ano e meio e, por último, a 
cada 6 meses. Estas reavaliações devem incluir um exame físico completo, 
uma avaliação do local do tumor e aspiração de novas massas cutâneas 
(Withrow & Vail, 2007). 
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2.3. APOPTOSE VS ONCOLOGIA 
 
 
O excesso ou a escassez de apoptose podem levar a um 
desequilíbrio do organismo, podendo ser a origem de várias patologias, 
como é o caso do cancro que pode resultar tanto do aumento como da 
diminuição dos índices apoptóticos. Quando o estímulo que produz este 
desequilíbrio é removido, o processo que levou à criação de células 
cancerígenas é irreversível, ao contrário do que acontece no processo de 
hiperplasia, que é reversível (Elmore, 2007; Foster, 2008; Dogu & Díaz, 
2009).  
A célula cancerígena pode ser considerada como um estado 
dinâmico patológico de um sistema complexo de uma célula normal que 
surge devido a uma anomalia de um conjunto específico de proteínas que 
perdem o seu papel na homeostasia celular, incluindo a apoptose, levando 
a um funcionamento defeituoso de regulação do ciclo celular, permitindo a 
proliferação descontrolada e sobrevivência das células, possibilitando a 
acumulação de mutações (Foster, 2008; Dogu & Díaz, 2009). As mutações 
em genes supressores tumorais permitem que as células danificadas 
progridam pelo ciclo celular, dando origem ao desenvolvimento de novas 
células cancerígenas que acumulam essas mutações. Nesta situação, 
mudanças nos parâmetros do sistema dinâmico podem induzir um estado 
patológico muito resistente e difícil de reverter. As células que estão 
predispostas a lesões genéticas podem levar a malignidade, nas primeiras 
etapas da carcinogénese (Dogu & Díaz, 2009). 
Os genes que participam na oncogénese controlam normalmente o 
ciclo celular, incluindo a reparação do ADN e a adesão celular mas quando 
sofrem alterações conduzem ao processo neoplásico. Essas alterações 
incluem a mutação de um gene supressor tumoral ou uma mutação num 
proto-oncongene que se converte, assim, num oncogene. O ciclo celular 
tem mecanismos de controlo de crescimento e desenvolvimento da célula. 
Mutações nestes mecanismos são evidentes em todos os tipos de cancro 
(Dogu & Díaz, 2009).  
A supressão da apoptose, a reparação do ADN e a supressão 
tumoral da paragem de crescimento, durante a carcinogénese, têm um 
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papel central no desenvolvimento e progressão de potenciais tumores. 
Certos autores reforçam esta ideia ao declarar que as células tumorais têm 
mecanismos moleculares capazes de cessar a apoptose (Elmore et al, 
2007). 
Aqui voltam a entrar as proteínas pro e anti-apoptóticas da família 
Bcl-2. Estas proteínas entram em ação na presença de tumores e são 
estas que irão influenciar o seu desenvolvimento. A expressão destas duas 
proteínas é regulada pelo gene supressor tumoral p53, o qual pode ativar 
proteínas reparadoras e parar o ciclo da célula na fase G1/S, caso haja 
dano no ADN, bem como iniciar a apoptose, caso o dano celular seja 
irreparável (Elmore, 2007). Foster (2008) sugere que as células têm a 
capacidade de reconhecer se o dano que lhes foi infringido foi demasiado 
profundo para ser completamente reparado, desencadeando a apoptose, 
dependente de p53. Este gene tem um papel importante na proteção do 
genoma contra a proliferação das células mutadas. Contudo, quando o p53 
não desempenha a sua função, as células danificadas irão continuar em 
mitose, acumulando mutações (Dogu & Díaz, 2009). 
Assim, vias apoptóticas são amplamente estudadas para que se 
possam desenvolver novas estratégias para indução de morte nas células 
cancerígenas (Perik et al., 2005), de modo a desenvolver terapias-alvo. 
 
 
2.3.1. A APOPTOSE NAS DIFERENTES NEOPLASIAS 
 
 
O estudo da apoptose tem vindo a ser utilizado para o 
aprofundamento do conhecimento das várias neoplasias e o seu eventual 
papel em terapias-alvo, tanto por medicação como por radioterapia.  
Para estudar a quimio-sensibilidade da leucemia mieloide aguda a 
agentes apoptóticos, Ong et al. (2000) utilizaram marcadores de apoptose, 
Bcl-2 e Bax, para determinar se os pacientes se correlacionavam com a 
resposta à terapia citotóxica. A expressão de Bcl-2, Bax e a razão de Bcl-
2/Bax foi mais elevada em pacientes com leucemia mieloide aguda, em 
comparação com indivíduos normais. Os pacientes que revelaram uma 
maior expressão de Bax no diagnóstico tinham um prognóstico 
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significativamente mais favorável e uma maior sobrevivência. Uma análise 
multivariada revelou que o Bax é um indicador de prognóstico 
independente na leucemia mieloide aguda e pode auxiliar a decisão 
terapêutica. 
Com o objetivo de analisar a expressão do gene Bcl-2, em 
associação com as características biológicas de carcinoma pancreático 
humano ou prognóstico, Sun et al. (2002) conduziram um estudo que 
evidenciou sobrexpressão de Bcl-2 no carcinoma pancreático, em contraste 
com pacientes com pâncreas normal. Estes resultados sugeriram que esta 
proteína estava relacionada com a carcinogénese nos estádios iniciais e 
progressão do carcinoma pancreático, culminando na conclusão de que a 
utilização deste marcador poderia ser útil para estabelecer o prognóstico 
nos pacientes com esta neoplasia. 
Num estudo em humanos, Hartmann et al. (2003) examinaram a 
expressão de marcadores de apoptose em mastócitos nas lesões cutâneas 
da mastocitose para um melhor entendimento da patogénese desta 
patologia. A reatividade ao marcador TUNEL foi baixa, especialmente no 
mastocitoma, o que sugeriu que a inibição deste processo faz parte da 
patogénese desta afeção. 
Em 2003, Pereira et al. tentaram averiguar a relação entre a 
apoptose, o diagnóstico e o prognóstico em tumores mamários caninos, 
utilizando a técnica TUNEL. Verificaram que, quando havia mais de 30 
células apoptóticas/10 campos de grande ampliação, o prognóstico era 
mais desfavorável. Deste estudo concluiu-se que o TUNEL era um 
marcador que pode ser usado como prognóstico para tumores mamários 
caninos. 
O carcinoma ductal infiltrante da mama foi investigado por Farias et 
al. (2005), também com vista a associar a apoptose com a graduação 
histológica, utilizando o marcador apoptótico TUNEL. Os autores 
denotaram que os tumores pouco diferenciados estavam relacionados com 
um índice apoptótico mais elevado, concluindo, assim, que o número de 
células apoptóticas neste carcinoma se encontrava diretamente associado 
à progressão histológica. 
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Faria et al. (2006) investigaram a expressão das proteínas Bax e 
Bcl-2 em tumores astrocíticos humanos, de modo a associar esta 
expressão à graduação histopatológica. Os resultados mostraram uma 
tendência de aumento da expressão de ambas as proteínas, conforme o 
grau histológico, confirmando, assim, a sua associação. 
Liang et al. (2011) analisaram a expressão da apoptose em tecidos 
humanos que apresentavam pterígio. Para tal, utilizaram marcadores 
apoptóticos como a Bax, o Bcl-2 e o TUNEL. Maior positividade de Bcl-2 foi 
encontrada em tecidos com pterígio, em comparação com tecidos normais. 
A expressão de Bax não revelou diferenças entre os tecidos normais e os 
tecidos afetados. Em conjuntivas normais, o TUNEL foi detetado em toda a 
largura da camada epitelial mas nos tecidos com pterígio encontravam-se 
confinados maioritariamente à camada exterior das células epiteliais. Os 
baixos níveis apoptóticos confirmaram a importância deste mecanismo na 
patogénese desta neoplasia. 
Felinos com mastocitose sistémica foram estudados por 
Hadzijusufovic et al. (2009) para avaliar a expressão de Kit e os efeitos de 
quatro inibidores de tirosina quinase (TKI) no crescimento de mastócitos 
neoplásicos no baço. A expressão de Kit foi positiva, pois esta proteína 
pôde ser observada na superfície celular. Esta expressão foi confirmada 
por citometria de fluxo e/ou técnica de Western blot. Os inibidores da 
tirosina quinase inibiram o crescimento de mastócitos neoplásicos. Estes 
efeitos foram associados com sinais morfológicos da apoptose em 
mastócitos. Deste estudo, concluiu-se que os inibidores de tirosina quinase 
inibem o crescimento e sobrevivência dos mastócitos neoplásicos na 
mastocitose sistémica. 
Sendo o carcinoma basocelular uma neoplasia muito comum em 
humanos foi já objeto de bastante estudo. Corrêa et al. (2009) verificaram a 
correlação entre a expressão de Bcl-2 com indicadores histológicos da 
gravidade deste tumor. Dos resultados averiguou-se que a marcação desta 
proteína nos carcinomas basocelulares considerados agressivos foi 
expressiva, apresentando tendência para diagnosticar a gravidade da 
neoplasia. 
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Também em humanos, Porichi et al. (2009) estudaram os efeitos 
dos marcadores apoptóticos Bcl-2 e Bax nos carcinomas, desta vez no 
endométrio, para determinar a relação da expressão destas proteínas com 
os critérios clínico-patológicos de mulheres com esta neoplasia. A razão de 
Bcl-2/Bax aumentou nos carcinomas de grau 3 em comparação com o grau 
1, o que relacionou a maior expressão da proteína anti-apoptótica com a 
carcinogénese deste tumor. 
Os glucocorticoides são amplamente usados na terapia de 
neoplasias, como as leucemias e os linfomas, dado que revelam efeitos 
apoptóticos nos linfócitos. Por outro lado, apesar dos glucocorticoides 
terem um efeito anti-apoptótico em células de tumores sólidos, previnem a 
citotoxicidade da radioterapia e quimioterapia ao induzirem a morte celular. 
Além desta resistência à apoptose por parte das células neoplásicas, os 
glucocorticoides são imunossupressores o que pode agravar o processo 
metastático e acelerar o desenvolvimento tumoral (Lucinda, 2009). 
 
 
2.3.2. A APOPTOSE NO MASTOCITOMA 
 
Sendo o mastocitoma uma das neoplasias cutâneas mais comum 
no cão torna-se essencial o seu estudo para melhor compreender o 
comportamento biológico desta patologia, de modo a estabelecer um 
prognóstico exato (Webster et al., 2007).  
A apoptose tornou-se um parâmetro de estudo para recolher mais 
informação acerca do mastocitoma, levando à concretização de projetos 
que se basearam na deteção deste processo. Visto que a apoptose é um 
fenómeno já muito estudado (Saraste & Pulkki, 2000; Danial & Korsmeyer, 
2004; Elmore, 2007; Grivicich et al., 2007; Rastogi et al., 2009), combinou-
se esse conhecimento com o que já se sabia acerca da célula e 
produziram-se vários marcadores de apoptose, como foi o caso do TUNEL, 
Bax, Bcl-2, caspase 3, caspase 14 e Citocromo C, que são hoje usados em 
imunohistoquímica.  
Strefezzi (2007), ao investigar a apoptose no mastocitoma canino, 
testou esta neoplasia com o marcador pró-apoptótico Bax (inédito nesta 
neoplasia), relacionando-o com a graduação histopatológica de Patnaik et 
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al. (1984), com vista a definir se este era um bom marcador de prognóstico. 
Os seus resultados mostraram não existir associação entre a 
imunoexpressão deste anticorpo com os graus histopatológicos ou com a 
mortalidade, sugerindo que as variações da expressão deste 
imunomarcador não estão relacionadas com maior agressividade. 
Porém, novos estudos realizados em 2012 por Strefezzi et al., 
mostraram associações estatisticamente significativas entre a 
imunorreatividade de Bax e o grau histológico, tal como com a mortalidade 
devido ao mastocitoma. Assim, a expressão de “High” Bax (associação 
entre avaliação quantitativa e qualitativa) presente neste estudo foi 
relacionada com um mau prognóstico, podendo, assim, relacionar Bax com 
a malignidade desta neoplasia. Desta investigação concluiu-se que este 
biomarcador poderia ajudar na previsão do comportamento biológico do 
mastocitoma canino.  
Também em 2012, num estudo de Vascellari et al. em 
mastocitomas caninos foi usado o marcador anti-apoptótico Bcl-2 para 
avaliar a sua associação com o grau histológico e a sua importância 
prognóstica, o qual nunca tinha sido investigado antes. O ensaio revelou 
não haver associação entre a expressão de Bcl-2 e o grau histopatológico, 
não havendo, assim, associação com prognóstico. 
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2.4. MARCADORES DE DETEÇÃO DA APOPTOSE E 
PROLIFERAÇÃO CELULAR 
 
 
2.4.1. MARCADORES APOPTÓTICOS 
 
2.4.1.1. TUNEL 
 
 
Um dos eventos mais característicos da apoptose é a rutura das 
ligações na dupla cadeia de ADN, através da atividade de endonucleases, 
causando fragmentação do mesmo. Esta fragmentação é considerada o 
padrão de excelência para a identificação de células apoptóticas (Hughes & 
Gobe, 2007; Darzykiewicz et al., 2008). A identificação destes fragmentos é 
possível devido à aplicação do método enzimático TUNEL - “Terminal Dupt 
Nick End-Labelling”, no qual a deoxiuridina trifosfato se une 
enzimaticamente à extremidade 3’-OH dos fragmentos, sendo visível 
através de substratos cromogénicos, a marcação microscópica dos 
mesmos (Pereira et al., 2003; Christina et al., 2006; Hughes & Gobe, 2007; 
Garcia, 2013).  
O método foi descrito pela primeira vez por Gavrieli et al (1992) e a 
partir daí, extensivamente utilizado para a deteção de células em apoptose. 
Inicialmente, este marcador não era tão eficaz, contanto que não podia ser 
utilizado em tecidos incluídos em parafina. Todavia, foram realizados 
tratamentos com microondas, de modo a aperfeiçoar a sensibilidade do 
TUNEL (Gavrieli et al., 1992; Christina et al., 2006). 
Este é o método mais comum para detetar apoptose em tecidos 
fixados devido à sua fácil utilização, sensibilidade e poder quantitativo. 
Contudo, permanece como desvantagem o facto de este método marcar, 
também, células em necrose, visto que estas também apresentam ADN 
livre, o que leva a questionar a validade do ensaio em casos nos quais 
estes dois processos coexistem (Kelly et al., 2003). O ensaio pode marcar 
também células em processo de reparação de ADN, razão pela qual 
deverá ser acompanhado de outro ensaio de deteção de apoptose (Elmore, 
2007). 
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Apesar de ser uma técnica simples, este marcador já foi 
relacionado com uma elevada coloração de fundo e com uma elevada 
marcação de falsos-positivos, impedindo uma leitura precisa dos 
resultados. Os falsos positivos podem surgir devido a fixações muito 
extensas do tecido ou até a fixações incompletas, o que leva a coloração 
inespecífica, ou necessidade de desmascaramento, após o processo de 
fixação em formol e inclusão em parafina, que pode levar a ruturas no ADN 
(Labat-Moleur et al., 1998; Garcia, 2013). Finalizar a marcação ao inibir a 
atividade da enzima deoxinucleotidil transferase terminal levou a uma 
notável melhoria no desempenho (Christina et al., 2006).  
 
 
2.4.1.2. FAMÍLIA BCL-2 
 
Bcl-2 é uma família de proteínas da membrana mitocondrial que 
regula a apoptose. Estas proteínas dividem-se em dois grupos: pró e anti-
apoptóticas. No primeiro grupo, temos proteínas como o Bax, Bak, Bid, 
Bad, Bim, Bik, Blk, Bcl-10, e no segundo, proteínas como Bcl-2, Bcl-x, Bcl-
XL, Bcl-XS, Bcl-w e BAG (Grivicich et al., 2007; Lucinda, 2009; Réssio, 
2010). 
 
a) bax e bcl-2 
 
Durante a homeostasia celular as proteínas Bax (pró-apoptótica) e 
Bcl-2 (anti-apoptótica) encontram-se em equilíbrio. São capazes de formar 
homodímeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodímeros (Bax-Bcl-2), sendo 
que o equilíbrio entre homodímeros e heterodímeros é o que define o 
balanço pró-apoptótico e anti-apoptótico na célula. 
Na presença de um estímulo negativo, capaz de potenciar a 
apoptose, estas duas proteínas vão entrar em desequilíbrio. É esta 
desproporção que vai decidir o destino da célula. Caso o dano celular seja 
irreparável, a expressão de Bax irá aumentar e a célula entrará em 
apoptose. A Bax, que se encontra originalmente no citoplasma da célula, 
desloca-se para a membrana mitocondrial externa e interage com a 
mitocôndria, de forma independente da interação com outras proteínas 
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antiapoptóticas. A mitocôndria sofre, então, um aumento da permeabilidade 
da sua membrana, possibilitando a libertação de moléculas pró-
apoptóticas, incluindo o Citocromo C, AIF e Smac/DIABLO. Por outro lado, 
o aumento da expressão de Bcl-2 promove a inibição da apoptose ao 
impedir a libertação de Citocromo C pela mitocôndria. Isto acontece por 
causa da interrupção da permeabilização da sua membrana externa, 
devido à remoção de Bax ou porque Bcl-2 compete pelos locais que esta 
proteína irá ocupar na membrana mitocondrial, o que acabará por impedir a 
ativação da cascata de caspases, ao interromper a libertação de fatores 
apoptóticos (Grivicich et al., 2007; Lucinda, 2009; Réssio, 2010).  
O estudo destas duas proteínas tornou-se objeto de investigação 
com a finalidade de criar novas terapêuticas. A redução da atividade de 
Bcl-2 é suficiente para induzir a célula a entrar em apoptose. Drogas como 
o Oblimersen, um oligonucleotídeo antisense anti Bcl-2, e o ABT737, uma 
pequena molécula que inibe Bcl-2, mostraram resultados promissores, 
tendo o segundo levado à completa regressão de tumor pulmonar de 
pequenas células em modelos xenográficos (Grivicich et al., 2007). 
 
 
 
2.4.2. MARCADOR DE PROLIFERAÇÃO 
 
 
2.4.2.1. KI-67 
 
O ki-67 é uma proteína nuclear que se encontra presente em todas 
as fases do ciclo celular (Ozaki et al., 2007; Webster et al., 2007; Vascellari 
et al., 2012). Antigamente, por não ter sido caracterizada, designava-se 
esta proteína como antigénio Ki-67, todavia, em 1991 começou a designar-
se por proteína Ki-67 (Gerdes et al., 1991). Esta proteína apresenta a 
característica particular de possuir 16 elementos repetidos na estrutura 
primária, cada um com um tamanho aproximado de 122 resíduos de 
aminoácidos (Scholzen & Gerdes, 2000). 
O anticorpo Ki-67 reage com a estrutura nuclear que se encontra 
presente apenas em células proliferativas (normais ou tumorais), nas fases 
da divisão celular, G1, S e G2, e na mitose (Scholzen & Gerdes, 2000). A 
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fase G0 (fase de repouso) não expressa esta proteína (Gerdes et al., 1984; 
Ozaki et al., 2007; Webster et al., 2007; Vascellari et al., 2012). Apesar 
deste anticorpo só reagir com células em proliferação, o facto de uma 
célula ser positiva ao Ki-67 não significa, que a célula vai, 
inequivocamente, sofrer divisão (Scholzen & Gerdes, 2000). 
Em 2000, o papel desta proteína, durante a proliferação celular, era 
desconhecido, mas era inquestionável que a sua expressão e a 
proliferação estavam intimamente ligadas. A utilidade da expressão da 
proteína para o diagnóstico era questionada, contudo, estudos realizados 
provaram que tinha valor prognóstico. Discutia-se a existência de 
competição do Ki-67 com outro marcador de proliferação (PCNA), que 
podia ser utilizado em cortes fixados em formalina e incluídos em parafina, 
ao contrário do Ki-67. Porém, a marcação com PCNA era sensível à 
fixação e a reavaliação do antigénio por tratamento em micro-ondas levou 
à marcação de células que se encontravam em repouso. Alternativamente, 
usava-se o anticorpo monoclonal equivalente ao Ki-67, o MIB-1, que se 
podia usar nestes cortes, depois da reavaliação do antigénio por 
processamento em micro-ondas (Scholzen & Gerdes, 2000). 
Atualmente, a função de Ki-67 continua uma incógnita mas julga-se 
que está envolvida na síntese do ADN ribossómico (Sheri & Dowsett, 
2012). O anticorpo Ki-67, sendo o mais usado para deteção da proliferação 
celular, tornou-se uma ajuda no diagnóstico em certas patologias humanas, 
tal como na distinção entre proliferações mesoteliais benignas e malignas, 
usado em combinação com a proteína repp86 (Taheri et al., 2008), e na 
deteção do HPV (vírus do papiloma humano), na deteção do carcinoma 
das células escamosas e da lesão intraepitelial escamosa de alto grau na 
cérvix (Yu et al., 2010). Atualmente o Ki-67 já pode ser usado em cortes 
fixados em formalina e incluídos em parafina, o que causou rutura na 
competição deste anticorpo com o PCNA. Todavia, o primeiro não anulou o 
segundo e são utilizados em conjunto, simultaneamente, com outros 
marcadores de proliferação, para uma melhor avaliação desta 
característica. 
Experiências com o anticorpo Ki-67 podem dar uma perspetiva 
ainda melhor acerca das características proliferativas dos tumores, da 
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suscetibilidade a certas drogas, além de fornecer alguma informação 
prognóstica, ajudando a perceber o desenlace do paciente. Contudo, a 
utilização da expressão desta proteína sozinha não é suficiente para 
estimar o crescimento tumoral. Esta estimativa dá informação apenas do 
estado mas não da taxa de proliferação. Para uma melhor avaliação, deve-
se realizar uma análise multiparamétrica, com marcadores adicionais (Sheri 
& Dowsett, 2012). 
O anticorpo Ki-67 pode ser usado para imunocoloração em 
preparações citológicas e histológicas como esfregaços, preparações por 
técnicas de esmagamento, preparações citocentrífugas e secções 
histológicas. A sua visualização é sensível a condições de fixação e 
coloração das amostras (Scholzen & Gerdes, 2000).   
Por ser um anticorpo utilizado para a deteção de qualquer célula 
que se encontre em proliferação, a adaptação de Ki-67 para tecidos 
tumorais foi natural, já que uma característica essencial das células 
cancerígenas envolve a sua capacidade para uma proliferação 
desenfreada (Sheri & Dowsett, 2012). 
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3. COMPONENTE PRÁTICA 
3.1. OBJETIVOS 
Este projeto teve como objetivo avaliar o índice apoptótico no 
mastocitoma canino através da deteção de diferentes marcadores 
apoptóticos relacionando-os com um marcador de proliferação, tentando 
estabelecer uma relação com a graduação histopatológica, com vista a 
contribuir para o melhor conhecimento da biologia desta neoplasia e para 
uma melhor determinação de prognóstico. 
 
3.2. MATERIAL E MÉTODOS 
3.2.1. CASUÍSTICA 
 
Foi realizada uma pesquisa com recurso à base de dados 
informática do Laboratório de Anatomia Patológica da Escola Superior 
Agrária de Viseu, GestLabESAV, contemplando o período de 2005 a 2013. 
No total foram analisadas 1386 fichas de entrada, a partir das quais se 
selecionaram todos os casos cujo diagnóstico obtido foi o de mastocitoma 
canino, no total de 84 casos. 
Foram considerados como critérios de exclusão todos os casos 
diagnosticados como tumores de células redondas, diagnóstico efetuado 
predominantemente por citologia, em que o mastocitoma surgia como uma 
das principais hipóteses de diagnóstico, resultando na rejeição de 17 
casos. Dos 67 restantes casos foram selecionados 28 para a realização 
deste estudo, dando preferência aos casos mais recentes. Para cada 
marcador foram selecionados 12 casos de modo a ter 4 casos por grau, 
tentando, simultaneamente, utilizar os mesmos casos para os diferentes 
marcadores. 
 
3.2.2. AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 
 
Os tecidos foram fixados em formalina neutra tamponada a 10% e 
submetidos ao processamento histológico, de acordo com as técnicas de 
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rotina de inclusão em parafina, utilizando o processador Microm STP 120 e 
a bancada de inclusão Microm AP 280. Os cortes de 3µm foram adquiridos 
pelo micrótomo Leica RM 2255 e foram corados por Hematoxilina-Eosina, 
uma coloração que permite a visualização de diferentes estruturas 
celulares ao corar os núcleos de azul e o citoplasma e fibras de tecido 
conjuntivo em vários tons de rosa, laranja e vermelho (Bancroft & Gamble, 
2002), e o diagnóstico foi feito através da observação das preparações ao 
microscópio ótico Zeiss Axioplan 2. Para confirmação do diagnóstico as 
preparações foram submetidas ao método histoquímico de azul de 
toluidina. Este método evidencia uma reação metacromática que cora os 
mucopolissacarídeos ácidos (sulfatados e carboxílicos), mastócitos, assim 
como os seus grânulos, permitindo, assim, a sua visualização (Lourenço, 
2009). 
Os casos selecionados foram classificados segundo a classificação 
de Patnaik et al., (1984). 
 
3.2.3. IMUNOHISTOQUÍMICA 
 
As amostras foram então testadas de acordo com o método de 
imunohistoquímica, do Laboratório de Anatomia Patológica da Escola 
Superior Agrária de Viseu. 
 
Protocolo para Bax, Bcl-2 e Ki-67 pelo método (LAB-SA): 
 
1. Desparafinação por xilol durante 15 minutos 
2. Hidratação em banhos de concentrações decrescentes de 
álcool etílico - 100%, 96%, 80% e 70% (5 minutos cada) 
3. Inibição da peroxidase endógena através de uma solução de 
peróxido de hidrogénio a 0,5% em metanol, durante 30 minutos, 
em agitação contínua 
4. Lavagem com TBS (Tris-Buffered Saline, pH 7.4), 3 vezes 
5. Recuperação antigénica através de uma solução de tampão 
citrato (ph 6.0) aquecida em: 
 42 
a. micro-ondas a 800 watts, em 3 ciclos de 5 minutos cada 
com arrefecimento intercalar e posterior para Bax e Bcl-2 
b. panela de pressão, durante 3 minutos, com 
arrefecimento posterior, para Ki-67 
6. Lavagem com TBS, 3 vezes 
7. Colocação das preparações em câmara húmida vertical 
(Sequenza) 
8. Incubação da solução de bloqueio, 2 gotas por preparação, 
durante 10 minutos à temperatura ambiente 
9. Incubação do 1º anti-soro, 100 µl/ preparação: 
a. anti-Bax (∆ 21, 1:100, “rabbit polyclonal antibody”, Santa 
Cruz, Biotechnology) “overnight”, a 4ºC 
b. Bcl2 (C 21, 1:100, rabbit polyclonal antibody, Santa Cruz, 
Biotechnology) overnight”, a 4ºC 
c. Ki-67 (rabbit monoclonal antibody antihuman MIB-1) 
durante 2 horas, a 4ºC  
10. Lavagem em TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
11. Incubação com o segundo anti-soro biotinilado, 2 gotas por 
preparação, durante 10 minutos 
12. Lavagem com TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
13. Incubação do terceiro anti-soro (streptavidina peroxidase - 
HRP), 2 gotas por preparação, durante 10 minutos à 
temperatura ambiente 
14. Lavagem com TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
15. Coloração com DAB, 2 gotas (100 µl) por preparação, durante 5 
minutos à temperatura ambiente 
16. Colocação das preparações em TBS 
17. Lavagem em água corrente 
18. Coloração de contraste com hematoxilina de Harris durante 15 
minutos 
19. Lavagem das preparações em água corrente, durante 10 
minutos 
20. Desidratação com concentrações crescentes de álcool (2 
banhos a 96% e 2 banhos a 100%), 5 minutos cada 
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21. Clarificação em xilol, durante 5 minutos 
22. Montagem das preparações com meio de montagem próprio 
(Entellan) 
 
Protocolo para TUNEL: 
 
1. Desparafinação por xilol durante 15 minutos 
2. Hidratação em banhos de concentrações decrescentes de álcool 
etílico - 100%, 96%, 80% e 70% (5 minutos cada) 
3. Inibição da peroxidase endógena através de uma solução de 
peróxido de hidrogénio a 3% em metanol, durante 30 minutos, 
em agitação contínua 
4. Lavagem com TBS (Tris-Buffered Saline, pH 7.4), 3 vezes 
5. Recuperação antigénica através de uma solução de tampão 
citrato (pH 6.0) aquecida no micro-ondas a 800 watts, em 3 ciclos 
de 5 minutos cada, com arrefecimento intercalar e posterior 
6. Lavagem com TBS, 3 vezes 
7. Secagem da área em redor das preparações e delimitação do 
tecido com caneta hidrofóbica  
8. Colocação das preparações em câmara húmida horizontal 
(Bioptica) 
9. Adição da mistura reacional TUNEL, 100 µl/ preparações 
10. Incubação em câmara húmida vertical no escuro, durante 1 hora, 
a 37ºC  
11. Lavagem em TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
12. Secagem da área em redor da preparação 
13. Adição de 100 µl de Converter POD 
14. Incubação em câmara húmida vertical no escuro, durante 10 
minutos, a 37ºC 
15. Lavagem com TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
16. Coloração com DAB, 2 gotas (100 µl) por preparação, durante 5 
minutos à temperatura ambiente 
17. Lavagem com TBS, 3 vezes, 5 minutos cada 
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18. Coloração de contraste com hematoxilina de Harris durante 15 
minutos 
19. Lavagem das preparações em água corrente, durante 10 minutos 
20. Desidratação com concentrações crescentes de álcool (2 banhos 
a 96% e 2 banhos a 100%), 5 minutos cada 
21. Clarificação em xilol, durante 5 minutos 
22. Montagem das preparações com meio de montagem próprio 
(Entellan) 
 
3.2.4. AVALIAÇÃO DA IMUNOMARCAÇÃO 
 
Os casos testados foram considerados positivos na presença de 
uma coloração distinta em castanho. Os casos testados com TUNEL e Ki-
67 foram considerados positivos aquando da presença de material nuclear 
com imunomarcação. No caso da Bax e do Bcl-2 foram consideradas 
positivas as células que apresentavam marcação citoplasmática.  
Os controlos positivos utilizados revelaram reação positiva em 
todas as amostras estudadas. Para Bax foi usado timo de coelho e para 
Bcl-2 e Ki-67 utilizou-se válvula ileocecal. 
A avaliação qualitativa foi baseada na intensidade da marcação 
citoplasmática e registada como: 0, ausente; 1, fraca; 2, moderada; 3, 
intensa; 4, muito intensa.  
A avaliação quantitativa foi baseada na percentagem de células 
tumorais positivamente marcadas e registada como: 0, sem marcação; 1, 
<25% de células marcadas; 2, 25-50% de células marcadas; 3, 50-75% de 
células marcadas; e 4, >75% de células marcadas.  
O resultado final para a expressão dos marcadores foi obtido 
através da soma das avaliações qualitativa e quantitativa: 0, sem reação; 1-
4, baixa expressão de marcador - Low; 5-8, alta expressão de marcador - 
High (adaptado de Strefezzi et al., 2012). 
Aquando da visualização das lâminas foi realizado o Quickscore – 
QS (Detre et al., 1995), de modo a avaliar cada lâmina por inteiro, obtendo 
um score mais fiável.  
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Para as avaliações quantitativa e qualitativa foram adquiridas 10 
fotografias de campos aleatórios, de cada caso através da Câmara 
microscópica digital Leica DFC450 e a sua análise foi feita pelo Software 
LAS V 4.2 
Para calcular o High-Score (HS) total cada campo foi observado 
com o auxílio de uma grelha para uma contagem celular manual mais 
precisa. Recorrendo ao software Excel foram registadas quantas células 
estavam presentes com determinada intensidade de marcação. Após esta 
contagem, calculou-se a média dos HS de cada um dos 10 campos, 
obtendo-se o H-score total. 
O índice apoptótico (IA) foi obtido através da relação entre células 
tumorais positivas com o total de células presentes na amostra, segundo a 
fórmula: 
IA (%) = [número de células imunopositivas]/[número total de 
células contadas] x 100 (adaptado de Faria et al., 2006) 
 
3.3. RESULTADOS 
3.3.1. CASUÍSTICA 
 
O número de amostras avaliadas neste estudo foi de 23 visto que 
as restantes 5 revelaram resultados negativos que impossibilitaram a sua 
avaliação. 
Os casos de estudo compreenderam mastocitomas de animais 
com idades compreendidas entre os 5 e os 11 anos, sendo a média de 9, 
15 machos (65,22%) e 8 fêmeas (34,78%), das raças Boxer (39,13%), 
Labrador Retriever (30,43%), Golden Retriever (4,35%), Dogue Argentino 
(4,35%), Cocker Spaniel (4,35%), Boerboel (4,35%) e indeterminada 
(13,04%). A localização incluía várias regiões do corpo, entre as quais a 
zona da cabeça (8,69%), do pescoço (4,35%), do tórax (13,04%), da axila 
(4,35%), do abdómen (17,39%), dos membros (43,48%), da anca (4,35%) e 
da cauda (4,35%). Foram incluídos 8 (34,78%) mastocitomas de grau I , 7 
(30,44%) de grau II e 8 (34,78%) de grau III. Estes parâmetros encontram-
se descritos no Quadro 4. 
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Quadro 4. Epidemiologia e histopatologia referentes aos casos avaliados 
 
CASO 
IDADE 
(anos) 
SEXO RAÇA LOCAL GRAU 
JUSTIFICAÇÃO DA 
CLASSIFICAÇÃO 
HISTOLÓGICA 
1 8 Fêmea Indeterminada Membro I 
- organização em fileiras e 
agrupamentos 
- grânulos abundantes 
- localização na derme 
média 
2 - Macho Boxer Membro I 
- organização em fileiras e 
agrupamentos 
- grânulos abundantes 
- localização na derme 
média 
3 6 Macho Boerboel Abdómen I 
- organização em fileiras e 
agrupamentos 
- grânulos abundantes 
- localização na derme 
média 
4 - Macho Boxer Membro I 
- grânulos abundantes 
- localização na derme 
média 
5 - Fêmea 
Golden 
Retriever 
Axila I 
- localização na derme 
média 
- baixo pleomorfismo 
6 - Fêmea Boxer Cabeça I 
- organização em fileiras e 
agrupamentos 
-localização na derme 
média 
7 10  Macho Boxer Cabeça II 
- organização em fileiras e 
agrupamentos mal 
definidos 
-localização na derme 
média e profunda 
-pleomorfismo moderado 
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8 10  Fêmea Boxer Membro II 
- localização em toda a 
derme 
-presença de colagenólise 
e necrose  
9 9 Macho 
Labrador 
Retriever 
Cauda II 
- localização na derme 
profunda e tecido 
subcutâneo 
- pleomorfismo moderado 
- presença de colagenólise 
10 8 Macho 
Dogue 
Argentino 
Membro II 
- localização na derme 
média 
- pleomorfismo moderado 
- presença de colagenólise 
11 - Macho 
Labrador 
Retriever 
Abdómen II 
- organização em fileiras e 
padrão difuso 
- localização da derme 
média até ao tecido 
subcutâneo 
- presença de colagenólise 
12 9 Macho 
Labrador 
Retriever 
Membro II 
- organização em fileiras e 
padrão difuso 
- localização na derme 
média e profunda 
- pleomorfismo moderado 
13 8 Macho Boxer Membro II 
- organização em fileiras e 
padrão difuso 
- localização na derme 
profunda 
- pleomorfismo acentuado 
 
14 10  Macho 
Labrador 
Retriever 
Tórax III 
- localização na derme 
profunda e tecido 
subcutâneo 
-pleomorfismo elevado 
- presença de hemorragia 
15 - Fêmea Boxer Abdómen III - núcleos de tamanho 
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irregular 
- pleomorfismo elevado 
16 - Macho Indeterminada Anca III 
- pleomorfismo elevado 
- presença de necrose e 
ulceração 
17 - Fêmea Indeterminada Membro III 
- 1 ou 2 nucléolos 
proeminentes 
- pleomorfismo elevado 
- presença de colagenólise 
18 - Macho Boxer Tórax III 
- 1 ou 2 nucléolos 
proeminentes 
- pleomorfismo elevado 
- presença de ulceração 
19 11 Fêmea 
Labrador 
Retriever 
Pescoço III 
- organização em padrão 
difuso 
- presença de hemorragia 
20 - Macho 
Cocker 
Spaniel 
Tórax III 
- observação de grânulos 
- presença de colagenólise 
- pleomorfismo elevado 
 
21 - Macho 
Labrador 
Retriever 
Membro III 
- altamente celular 
- nucléolos proeminentes 
- pleomorfismo moderado 
22  Macho 
Labrador 
Retriever 
Abdómen I 
- organização em fileiras 
ou num padrão mais difuso 
- muito granular 
23  Fêmea Boxer Membro I 
- organização em fileiras 
ou num padrão mais difuso 
- muito granular 
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3.3.2. TUNEL 
 
Das amostras testadas com o marcador TUNEL apenas três foram 
positivas com reação localizada no núcleo.  
A amostra de grau I apresentou uma reação moderada (++) de 0% 
a 25% das células  
O grau II revelou uma reação intensa (+++) em 25% a 50% das 
células. 
O grau III apresentou uma reação muito intensa (+++) em 75% a 
100% das células. 
A intensidade e percentagem de marcação celular podem ser 
observadas no Quadro 5. 
 
Quadro 5. Reação imunohistoquímica obtida com marcador TUNEL. 
 
Grau Casos  Intensidade Percentagem de células 
Grau I 1  ++ 0% - 25% 
Grau II 1  +++ 25% - 50% 
Grau III 1  ++++ 75% - 100% 
 
 
 
 O score final revelou que a amostra de grau I apresentou Low 
TUNEL e as amostras de graus II e III revelaram High TUNEL (Quadro 6). 
 
 
Quadro 6. Score final das amostras testadas com TUNEL. 
 
Nº da 
amostra 
Localização 
Graduação 
histológica 
IHC labelling 
Bax 
1 Membro G I 3 (Low) 
12 Membro G II 5 (High) 
14 Tórax G III 8 (High) 
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Os HS revelaram um aumento de grau I para grau III (Quadro 7; 
Figura 8). 
 
Quadro 7. Valores de HS referentes às 
amostras testadas com TUNEL. 
 
Grau Casos HS 
Grau I 1 50,3 
Grau II 1 143,1 
Grau III 1 200,1 
 
 
 
 
Figura 8. HS, imunomarcador TUNEL. 
 
 
 
 Os índices apoptóticos apresentaram também um aumento de grau I 
para grau III (Quadro 8; Figura 9). 
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Quadro 8. Índice apoptótico das amostras testadas com TUNEL. 
 
Grau Caso Células 
negativas 
 
 
Células 
positivas 
 
 
Total de 
células 
Proporção 
Grau I 1 2430  1234  3664 33,7% 
Grau II 1 591  855  1446 59,1% 
Grau III 1 106  932  1038 89,8% 
 
 
 
 
Figura 9. Índices apoptóticos, imunomarcador TUNEL. 
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3.3.3. BAX 
 
Todos os mastocitomas testados com Bax revelaram reação 
positiva no citoplasma e também no núcleo.  
Das amostras de grau I três revelaram marcação muito intensa 
(++++) em 75% a 100% das células e o restante marcação intensa (+++) 
em 75% a 100% das células.  
No grau II duas amostras apresentavam marcação intensa (+++) 
em 75% das células, a terceira apresentava a mesma intensidade (+++) 
mas apenas em 50% a 75% das células e a quarta amostra apresentou 
reação de intensidade moderada (++) em 25% a 50% das células.  
No grau III uma das amostras obteve marcação muito intensa 
(++++) em 100% das células, duas obtiveram marcação intensa (+++) em 
50% das células e uma marcação moderada (++) em 50% das células. 
A intensidade e percentagem de marcação celular pode ser 
observada no Quadro 9. 
 
Quadro 9. Reação imunohistoquímica obtida com marcador Bax. 
Grau Casos  Intensidade Percentagem de células 
Grau I 
1  ++++ 75% - 100% 
2  ++++ 75% - 100% 
3  ++++ 75% - 100% 
4  ++ 75% - 100% 
Grau II 
1  +++ 75% - 100% 
2  ++ 25% - 50% 
3  +++ 75% - 100% 
4  +++ 50% - 75% 
Grau III 
1  +++ 50% - 75% 
2  ++ 50% - 75% 
3  +++ 50% - 75% 
4  ++++ 100% 
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O score final revelou que todas as amostras apresentavam High 
Bax com exceção de umas das amostras de grau II que revelou Low Bax -  
4 (Quadro10). 
 
Quadro 10. Score final das amostras testadas com Bax. 
 
Nº da 
amostra 
Localização 
Graduação 
histológica 
IHC labelling 
Bax 
5 Axila G I 8 (High) 
4 Membro G I 8 (High) 
3 Membro G I 8 (High) 
2 Membro G I 6 (High) 
9 Cauda G II 7 (High) 
8 Membro G II  4 (Low) 
10 Lombar G II 7 (High) 
11 Abdómen G II 6 (High) 
18 Tórax G III 6 (High) 
17 Abdómen G III 5 (High) 
16 Anca G III 6 (High) 
15 Mama G III 8 (High) 
 
 
Foi contudo notória uma diminuição da média dos HS, com o 
aumento do grau (HS GI - 184,592; HS GII - 156,04; HS GIII - 174,88), 
quando analisamos de grau I para grau III, visto que o grau II apresentou 
um valor mais baixo comparativamente com o grau III (Quadro 11; Figuras 
10 e 11).  
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Quadro 11. Valores de HS referentes às amostras testadas com Bax. 
 
Grau Casos HS Média dos HS 
Grau I 
1 267,3 
184,6 
 
2 116,7 
3 178,7 
4 175,7 
Grau II 
1 201,3 
156,0 
 
2 64,9 
3 217,8 
4 140,2 
Grau III 
1 143,7 
178,5 
 
2 89,5 
3 148,4 
4 332,6 
 
 
 
 
Figura 10. HS, imunomarcador Bax. 
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Figura 11. Média HS, imunomarcador Bax. 
 
 
A média dos índices apoptóticos revelou também uma diminuição 
conforme a graduação hsitológica (IA GI – 74,5%; IA GI – 58,1%; IA GIII – 
59,8%), com a exceção do grau II que apresentou um índice mais baixo 
comparativamente com o grau III (Quadro 12; Figuras 10 e 11). 
 
Quadro 12. Índice apoptótico das amostras testadas com Bax. 
rau Caso Células 
negativas 
 
 
Células 
positivas 
 
 
Total 
de 
células 
Índice 
apoptótico (%) 
Média do índice 
apoptótico (%) 
Grau 
I 
1 1222  1985  3207 61,9% 
74,5% 
2 1116  2402  3518 68,3% 
3 559  2546  3105 82% 
4 441  2673  3114 85,8% 
Grau 
II 
1 26  2884  2910 99,1% 
58,1% 
2 1719  989  2708 34% 
3 774  1074  1848 58,1% 
4 943  660  1603 41,2% 
Grau 
III 
1 2014  1701  3715 45,8% 
59,8% 
2 808  908  1716 52,9% 
3 1664  1182  2846 41,5% 
4 33  3794  3827 99,1% 
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Figura 12. Índices apoptóticos, imunomarcador Bax. 
 
 
 
 
Figura 13. Média dos índices apoptóticos, imunomarcador Bax. 
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3.3.4. BCL-2 
 
Todos os mastocitomas testados com Bcl-2 revelaram uma reação 
positiva no citoplasma e também no núcleo.  
Dois casos de grau I revelaram marcação em 50% a 75% das 
células, tendo sido a marcação variável de intensa (+++) a moderada (++). 
Os dois casos restantes revelaram reações intensa (+++) e débil (+) em 
75% a 100% das células.  
 No grau II uma das amostras apresentou marcação intensa (+++) 
em 75% a 100% das células e as restantes uma marcação fraca (+) em 
50% a 75%. 
No grau III duas das amostras apresentaram marcação intensa 
(+++) em 75% a 100% das células, outra apresentou marcação intensa 
(+++) em 50% a 75% das células e a última apresentou marcação fraca (+) 
em 75% a 100% das células. 
A intensidade e percentagem de marcação celular podem ser 
observadas no Quadro 13. 
 
Quadro 13. Reação imunohistoquímica obtida com marcador Bcl-2. 
Grau Casos  Intensidade Percentagem de células 
Grau I 
1  ++ 50% - 75% 
2  +++ 50% - 75% 
3  +++ 75% - 100% 
4  + 75% - 100% 
Grau II 
1  + 50% - 75% 
2  + 50% - 75% 
3  + 50% - 75% 
4  +++ 75% - 100% 
Grau III 
1  + 75% - 100% 
2  +++ 50% - 75% 
3  +++ 75% - 100% 
4  +++ 75% - 100% 
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O score final revelou que todas as amostras apresentavam High 
Bcl-2 com exceção de três amostras de grau II que revelaram Low Bcl-2 - 4 
(Quadro14). 
 
 
Quadro 14. Score final das amostras testadas com Bcl-2. 
 
Nº da 
amostra 
Localização 
Graduação 
histológica 
IHC labelling 
Bcl-2 
5 Axila G I 5 (High) 
4 Membro G I 6 (High) 
3 Membro G I 7 (High) 
2 Membro G I 5 (High) 
9 Cauda G II 4 (Low) 
8 Membro G II 4 (Low) 
10 Lombar G II 4 (Low)) 
11 Abdómen G II 7 (High) 
18 Tórax G III 5 (High) 
17 Abdómen G III 6 (High) 
16 Anca G III 7 (High) 
15 Mama G III 7 (High) 
 
 
 
A média dos HS aumentou conforme o grau aumentou com a 
exceção do grau II, que diminuiu em comparação a ambos os graus I e II 
(HS GI - 123,51; HS GII - 99,851; HS GIII - 210,42). Estes valores estão 
representados no Quadro 15 e Figuras 12 e 13. 
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  Quadro 15. Valores de HS referentes às amostras testada com Bcl-2. 
Grau Casos HS Média dos HS 
Grau I 
1 99 
123,5 
 
2 149,3 
3 173,4 
4 72,3 
Grau II 
1 53,2 
99,9 
 
2 86,1 
3 56 
4 203,1 
Grau III 
1 108,9 
210,4 
 
2 147,8 
3 292,0 
4 293,1 
 
 
 
 
Figura 14. HS, imunomarcador Bcl-2. 
 
 
0 
50 
100 
150 
200 
250 
300 
350 
GI_1 GI_2 GI_3 GI_4 GII_1 GII_2 GII_3 GII_4 GIII_1 GIII_2 GIII_3 GIII_4 
HS - Bcl-2 
 60 
 
Figura 15. HS, imunomarcador Bcl-2. 
 
A média dos índices apoptóticos revelou um aumento coincidente 
com o aumento da graduação histológica, com exceção do grau II que 
diminuiu em comparação com os outros dois (IA GI – 64%; IA GI – 48,7%; 
IA GIII – 84%). Estes valores podem ser observados no Quadro 16 e nas 
Figuras 14 e 15. 
 
Quadro 16. Índice apoptótico das amostras testadas com Bcl-2. 
Grau Caso Células 
negativas 
 
 
Células 
positivas 
 
 
Total 
de 
células 
Índice 
apoptótico (%) 
Média do índice 
apoptótico (%) 
Grau I 1 2409  1741  4150 42% 
61% 
2 1339  2012  3351 60% 
3 536  2087  2623 79,6% 
4 1301  2168  3469 62,5% 
Grau II 1 1172  462  1634 28,3% 
46,7% 
2 1340  1856  3196 58,1% 
3 1628  1483  3111 47,7% 
4 1190  1319  2509 52,6% 
Grau III 1 0  3723  3723 100% 
84% 
2 999  566  1565 36,2% 
3 0  2279  2279 100% 
4 0  4516  4516 100% 
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Figura 16. Índices apoptóticos, imunomarcador Bcl-2. 
 
 
 
 
Figura 17. Médias dos índices apoptóticos, imunomarcador Bcl-2. 
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3.3.5. RAZÃO BCL-2/BAX 
 
A razão entre Bcl-2 e Bax aumentou de acordo com o grau 
histológico. Nos mastocitomas de grau I e II esta razão foi maior que 1, o 
que levou à ocorrência de apoptose. No caso do grau III a razão foi menor 
que 1, o que significa que houve supressão da apoptose (Quadro 17). 
 
Quadro 17. Razão Bcl-2/Bax, segundo IA. 
IA Bcl-2 Bax Razão Resultado 
Média GI 61% 74,5% <1 
Ocorrência 
de apoptose 
Média GII 46,7% 58,1% <1 
Ocorrência 
de apoptose 
Média GIII 84% 59,8% >1 
Supressão 
da apoptose 
 
 
3.3.6. KI-67 
 
Todos os mastocitomas testados com Ki-67 revelaram reação 
positiva localizada no núcleo, com a exceção de uma das amostras de grau 
II que apresentou uma reação negativa. 
No grau I três das amostras revelaram marcação intensa em 
menos de 25% das células e a quarta amostra teve reação moderada em 
menos de 25% as células 
No grau II uma das amostras apresentou marcação moderada em 
menos de 25% das células, uma de marcação muito intensa em menos de 
25% das células. 
No grau III três amostras tiveram uma marcação muito intensa, 
duas em menos de 25% das células e a outra em 25% a 50%. A restante 
apresentou reação moderada em menos 25% das células. 
A intensidade e percentagem de marcação celular podem ser 
observadas no Quadro 18. 
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Quadro 18. Reação imunohistoquímica obtida com marcador Ki-67. 
Grau Casos  Intensidade Percentagem de células 
Grau I 
1  +++ 0% - 25% 
2  +++ 0% - 25% 
3  +++ 0% - 25% 
4  ++ 0% - 25% 
Grau II 
1  + 0% - 25% 
2  ++++ 0% - 25% 
3  ++ 0% - 25% 
Grau III 
1  ++++ 0% - 25% 
2  ++ 0% - 25% 
3  ++++ 0% - 25% 
4  ++++ 25% - 50% 
 
O score final revelou Low Ki-67 em todas as amostras de grau I, em duas 
amostras do grau II e uma amostra do grau III. Observou-se High Ki-67 
numa das amostras do grau II e em três amostras do grau III (Quadro 19). 
 
Quadro 19. Score final das amostras testadas com Ki-67. 
Nº da amostra Localização Graduação histológica 
IHC labelling 
Ki-67 
5 Axila G I 4 (Low) 
23 Membro G I 4 (Low) 
22 Abdómen G I 4 (Low) 
6 Cabeça G I 3 (Low) 
7 Cabeça G II 5 (High) 
12 Membro G II 3 (Low) 
1 Membro G II 2 (Low) 
21 Membro G III 5 (High) 
20 Tórax G III 3 (Low) 
19 Pescoço G III 5 (High) 
14 Tórax G III 6 (High) 
 64 
 A média dos HS revelou tendência para aumentar conforme a 
graduação histológica (HS GI – 8,8; HS GII – 12,5; HS GIII – 12,3), com a 
exceção do grau II que apresentou um valor mais elevado que os restantes 
graus (Quadro 20; Figuras 16 e 17). 
 
Quadro 20. Valores de HS referentes às amostras testada com Ki-67. 
 
Grau Casos HS Média dos HS 
Grau I 
1 13,5 
8,8 
2 12,7 
3 4,6 
4 4,3 
Grau II 
1 30,3 
12,5 2 6,7 
3 0,5 
Grau III 
1 9,9 
12,3 
2 6,7 
3 4,3 
4 28,4 
 
 
 
 
Figura 18. HS, imunomarcador Ki-67. 
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Figura 19. Média HS, imunomarcador Ki-67. 
 
A média dos índices proliferativos revelou um aumento conforme a 
graduação histológica (IA GI- 4,1%; IA GII – 7%; IA GIII – 5,3%). O grau II 
apresentou um índice mais elevado que os restantes graus (Quadro 21; 
Figuras 18 e 19).  
 
Quadro 21. Índice proliferativo das amostras testadas com Ki-67. 
Grau Caso Células 
negativas 
 
 
Células 
positivas 
 
 
Total 
de 
células 
Índice 
proliferativo 
(%) 
Média dos 
índices 
proliferativos 
(%) 
Grau 
I 
1 3416  214  3630 5,9% 
4,1% 
2 2617  149  2766 5,4% 
3 2135  59  2194 2,7% 
 4 2724  66  2790 2,4% 
Grau 
II 
1 1002  146  1148 12,7% 
7% 2 2029  57  2086 2,7% 
3 2402  12  2414 0,5% 
Grau 
III 
1 1624  62  1686 3,7% 
5,3% 
2 2725  99  2824 3,5% 
3 6951  110  7061 1,6% 
4 4837  680  5517 12,3% 
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Figura 20. Índices proliferativos, imunomarcador Ki-67. 
 
 
 
Figura 21. Média dos índices proliferativos, Ki-67. 
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3.3.7. ICONOGRRAFIA 
 
3.3.7.1. TUNEL 
 
 
 
 
 
Figura 22. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 1. 
Figura 23. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 1. 
Figura 24. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 1. 
Figura 25. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 26. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 27. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
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Figura 28. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 29. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 30. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 31. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 12. 
Figura 32. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
Figura 33. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
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3.3.7.2. BAX 
 
 
 
 
Figura 34. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
Figura 36. Mastocitoma GI. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 2. 
Figura 37. Mastocitoma GI. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 3. 
Figura 38. Mastocitoma GI. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 4. 
Figura 39. Mastocitoma GI. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 5. 
Figura 35. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
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Figura 40. Mastocitoma GI. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 5. 
Figura 41. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 8. 
Figura 42. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 8. 
Figura 43. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 8. 
Figura 44. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 9. 
Figura 45. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 9. 
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Figura 47. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 10. 
Figura 46. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 9. 
Figura 48. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 10. 
Figura 49. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 10. 
Figura 50. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 11. 
Figura 51. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 11. 
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Figura 52. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 15. 
Figura 53. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 15. 
Figura 54. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 15. 
Figura 55. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 15. 
Figura 56. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
Figura 57. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
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Figura 58. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
Figura 59. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
Figura 60. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 17. 
Figura 61. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 18. 
Figura 62. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 18. 
Figura 63. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 18. 
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3.3.7.3. BCL-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 64. Mastocitoma GI. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 2. 
 
Figura 65. Mastocitoma GI. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 2. 
 
Figura 66. Mastocitoma GI. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 2. 
 
Figura 67. Mastocitoma. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 3. 
 
Figura 68. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 4. 
 
Figura 69. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 4. 
 
 75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 70. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 4. 
 
Figura 71. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 5. 
 
Figura 72. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 5. 
 
Figura 73. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 8. 
 
Figura 74. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 8. 
 
Figura 75. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 9. 
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Figura 76. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 9. 
 
Figura 77. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 9. 
 
Figura 78. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 10. 
 
Figura 79. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 10. 
 
Figura 80. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 10. 
 
Figura 81. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 10. 
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Figura 82. Mastocitoma GII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 11. 
 
Figura 83. Mastocitoma GII Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 11. 
 
Figura 84. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 15. 
 
Figura 85. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 15. 
 
Figura 86. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 15. 
 
Figura 87. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 15. 
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Figura 88. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 15. 
 
Figura 89. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
 
Figura 90. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
 
Figura 91. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 16. 
 
Figura 92. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 17. 
 
Figura 93. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 17. 
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3.3.7.4. KI-67 
 
 
 
 
Figura 94. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 18. 
 
Figura 95. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 18. 
 
Figura 96. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 18. 
 
Figura 97. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 18. 
 
Figura 98. Mastocitoma Grau I. Reação 
positiva intensa (+++). Caso nº 5. 
 
Figura 99. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 5. 
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Figura 100. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 6. 
 
Figura 101. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 6. 
 
Figura 102. Mastocitoma GI. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 6. 
 
Figura 103. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 22. 
 
Figura 104. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 22. 
 
Figura 105. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 23. 
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Figura 106. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 23. 
Figura 107. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 23. 
Figura 108. Mastocitoma GI. Reação positiva 
intensa (+++). Caso nº 23. 
Figura 109. Mastocitoma GII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 7. 
 
Figura 110. Mastocitoma GII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 7. 
 
Figura 111. Mastocitoma GII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 7. 
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Figura 112. Mastocitoma GII. Reação positiva 
débil (+). Caso nº 9. 
 
Figura 113. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 12. 
 
Figura 114. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 12. 
 
Figura 115. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 12. 
 
Figura 116. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 12. 
 
Figura 117. Mastocitoma GII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 12. 
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Figura 118. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
 
Figura 119. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
 
Figura 120. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
 
Figura 121. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 14. 
 
Figura 122. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 19. 
 
Figura 123. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 19. 
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Figura 124. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 19. 
 
Figura 125. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 20. 
 
Figura 126. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 20. 
 
Figura 127. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
moderada (++). Caso nº 20. 
 
Figura 128. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 21. 
 
Figura 129. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 21. 
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3.4. DISCUSSÃO 
 
A apoptose é um mecanismo natural que, em conjunto com a 
mitose, permite a renovação dos tecidos do organismo. Contudo, encontra-
se descrito alterações neste ciclo devido ao aumento ou supressão do 
mesmo que pode levar ao desenvolvimento neoplásico (Elmore, 2007). 
A génese e progressão tumoral não estão relacionadas apenas 
com a proliferação celular mas também com a perda do controlo do 
crescimento, bem como com as características biológicas das neoplasias 
(Sun et al., 2002; Porichi et al. 2009). 
O mastocitoma é uma das neoplasias mais comuns em canídeos 
que merece atenção devido à sua frequência. Presentemente, o método 
mais utilizado para obter um prognóstico nesta neoplasia é a graduação 
histológica. Contudo, devido à subjetividade deste critério e dos 
observadores esta avaliação poderá não ser tão precisa. 
Durante o estudo um dos maiores obstáculos encontrados foi o fato 
do mastocitoma ser uma neoplasia constituída por tecidos friáveis e sem 
estroma, o que lhe confere pouca consistência. Sendo estes tecidos tão 
frágeis, a implementação da técnica de imunohistoquímica foi, por vezes, 
problemática levando a algumas repetições de testes, exigindo mais tempo 
de secagem das amostras na estufa, de modo a permitir uma melhor 
Figura 130. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 21. 
 
Figura 131. Mastocitoma GIII. Reação positiva 
muito intensa (++++). Caso nº 21. 
 
 86 
aderência às lâminas. Contudo, e apesar de repetições, alguns tecidos 
ficaram algo destruídos o que tornou a avaliação mais difícil. 
 
 
3.4.1. CASUÍSTICA 
 
A média das idades referentes aos casos estudados foi de 9 anos, 
o que está de acordo com toda bibliografia consultada que afirma que esta 
média se encontra entre os 8 e os 9 anos. 
A raça com maior prevalência de mastocitoma foi o Boxer, com 9 
(39,13%) indivíduos, tendo sido a segunda raça com maior ocorrência de 
mastocitoma o Labrador Retriever e em terceiro lugar encontram-se as 
raças indeterminadas. Estes resultados encontram-se de acordo com 
Gross et al. (2005), Scott et al. (2001) e Withrow & Vail (2007) que referem 
o Boxer e o Labrador Retriever como sendo duas das raças mais 
predisponentes para o mastocitoma. Também se encontra em 
concordância com Withrow & Vail (2007) o resultado em relação às raças 
indeterminadas, dado que referem que a maioria dos mastocitomas ocorre 
em cães de raça mista. 
Apesar da bibliografia consultada referir que não existe 
predisposição quanto ao género, no presente estudo verificou-se uma 
predisposição dos machos (65,22%). 
Os membros foram o local de maior incidência, seguidos pelo 
tronco e por último a cabeça. A ocorrência de mastocitoma na cabeça está 
de acordo com a bibliografia consultada, que refere ser esta a localização 
que de menor predominância para mastocitoma. Porém, o mesmo não 
acontece os membros, já que são o segundo local mais afetado (Withrow & 
Vail, 2007). 
 
 
3.4.2. TUNEL 
 
A positividade mostrou-se crescente na graduação histológica 
relativamente aos H-scores e índices apoptóticos. Visto não se ter 
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encontrado estudos anteriores relativamente ao estudo desta técnica em 
mastocitomas ou relativamente à sua marcação considerando os graus 
histológicos de diferentes neoplasias, a sua avaliação torna-se difícil por 
falta de comparação.  
Não se encontraram resultados de TUNEL em mastocitoma canino 
descritos na bibliografia. Contudo, num estudo para verificar se a apoptose 
seria um bom marcador de prognóstico em tumores mamários caninos, os 
autores determinaram que, quanto mais elevado fosse o número de células 
apoptóticas pior era o prognóstico (Pereira et al. 2003). O que iria de 
encontro com os resultados do presente trabalho, já que os mastocitomas 
de grau III são considerados mais agressivos que os dos restantes graus e 
foram estes que apresentaram um maior índice apoptótico. 
Como nesta técnica só foi positiva uma amostra por cada grau não 
foi possível estabelecer uma tendência fidedigna. Seria necessária a 
realização de mais testes para verificar se os resultados aqui expostos 
podem ser considerados fiéis. 
O método de TUNEL é uma técnica sensível que, por vezes, 
apresenta marcação inespecífica. Nas restantes amostras testadas as 
células neoplásicas foram negativas e havia presença de marcação de 
fundo, a qual pode ser devida ao fato da enzima deoxinucleotidil 
transferase reconhecer todos os grupos terminais 3’ – OH, resultando em 
reações inespecíficas (Garcia, 2013), constituindo uma desvantagem à 
análise desta reação. 
 
 
3.4.3. BAX 
 
Apesar de já se ter referido que a localização de Bax é 
citoplasmática ou fracamente associada à membrana mitocondrial esta 
também se pode encontrar no núcleo durante a interfase (Hoetelmans et 
al., 2000), daí ter sido observada esta marcação nas amostras. 
O resultado do score final para o método de Bax demonstrou que 
todos os mastocitomas testados revelaram expressão de Bax, tal como 
sucedeu com Strefezzi (2007) e Strefezzi et al. (2012). Porém, os scores 
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deste estudo revelaram expressão High Bax, com a exceção de um dos 
mastocitomas de grau II, ao contrário de Strefezzi (2007) que obteve uma 
maior dispersão de resultados entre os scores High e Low, sugerindo que 
variações na deteção imunohistoquímica de Bax não estão relacionadas 
com maior agressividade dos mastocitomas caninos.  
O resultado da média dos H-scores e dos índices apoptóticos 
foram mais elevados no grau I em comparação com o grau III. O grau II 
apresentou o valor mais baixo. Por outro lado Faria et al. (2006) obtiveram 
resultados relativamente constantes entre as médias do H-score dos graus 
I e IV de astrocitomas humanos, uma grande redução nos tumores de grau 
II e um aumento no grau III, e índices apoptóticos semelhantes nos 
diferentes graus, com uma diminuição no grau II, levando a concluir que a 
sobrexpressão desta proteína pode estar relacionada com a carcinogénese 
dos astrocitomas, já que este fenómeno é mais frequente conforme a 
malignidade desta neoplasia. 
A redução dos valores de H-score e IA no grau II poderá dever-se 
ao fato de que certas particularidades referentes à histogénese deste grau 
possam provocar variações na expressão de moléculas relacionadas com a 
apoptose (Faria et al., 2006). Neste grau tumoral encontram-se 
mastocitomas que apresentam comportamento característico de grau I e 
grau III, levando a uma sub ou sobrestimação, respetivamente, do potencial 
de agressividade (Strefezzi, 2007). Devido ao seu comportamento de difícil 
previsão (Vascellari et al., 2012) foi, consequentemente, sugerido um novo 
sistema de classificação que classificaria os mastocitomas em dois graus 
para evitar a ambiguidade do grau intermédio. Esta nova classificação 
permite identificar de imediato os mastocitomas mais agressivos, 
possibilitando a escolha de um tratamento e monitorização mais adequada 
(Kiupel et al., 2011). 
A perda da expressão de Bax implica um atraso no 
desenvolvimento dos tecidos, pois não elimina células durante a formação 
do mesmo (Strefezzi, 2007), o que, neste caso, leva à sobrevivência das 
células neoplásicas, permitindo a aceleração do crescimento da neoplasia 
(Strefezzi et al., 2012). 
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Níveis mais elevados desta proteína podem ter origem na síntese 
excessiva de uma proteína mutante não funcional, que levará à sua 
acumulação citoplasmática, ou à presença de alguma alteração na 
produção ou função de reguladores de Bax que podem ser responsáveis 
por manter esta proteína no citoplasma ou deslocá-la para a membrana 
mitocondrial. Isto pode prejudicar o efeito pro-apoptótico de Bax e causar 
acumulação de células mutadas no tumor. Este aumento pode exercer 
pressão seletiva na população neoplásica, na qual as células com defeitos 
nos mecanismos apoptóticos podem sobreviver mais tempo, o que 
facilitaria a sobrevivência de células mais resistentes e adaptáveis e, 
consequentemente, o desenvolvimento de tumores mais agressivos. Foi 
também sugerido que o aumento da expressão de Bax, que levará ao 
aumento da atividade apoptótica pode ser a consequência de um fenótipo 
mais maligno em vez da causa deste fenótipo. Assim, Bax poderia ser 
considerado um indicador de malignidade, em vez de uma alteração que 
contribui para tal (Strefezzi et al., 2012). 
Caso este aumento de expressão nos mastocitomas de grau I 
esteja associada à acumulação de Bax no citoplasma, e esta prejudique o 
efeito pro-apoptótico, ocorrerá uma acumulação de células neoplásicas e, 
consequentemente, haverá progressão para graus de maior malignidade. 
Neste caso, a expressão de Bax estará associada a um mau prognóstico. 
Por outro lado a elevada expressão de Bax em mastocitomas bem 
diferenciados pode ser associada com um prognóstico mais favorável 
devido a uma elevada eliminação de células cancerígenas nos estádios 
iniciais da neoplasia, o que leva a um maior tempo de sobrevivência em 
mastocitomas de grau I. Isto está de acordo com a bibliografia visto que 
este é o grau com maior taxa de sobrevivência (Oliveira, 2008). 
 
 
3.4.4. BCL-2 
 
O score final resultante da avaliação do QS revelou que todos os 
mastocitomas usados obtiveram expressão de Bcl-2, tendo sido High Bcl-2, 
com a exceção e três amostras de grau II. No caso de Sun et al. (2002), a 
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maioria dos carcinomas pancreáticos que não apresentaram expressão de 
Bcl-2 encontravam-se no grupo que abrangia os graus I e II, em 
comparação com os graus III e IV.  
A média dos H-scores e dos índices apoptóticos aumentou do grau 
I para o grau III, com a exceção da média dos H-scores do grau II que foi 
menor que os restantes. Esta tendência revelou-se semelhante aos 
resultados acerca dos tumores astrocíticos de Faria et al. (2006) que 
apresentaram também um aumento destes valores com o aumento da 
graduação histológica. 
Por outro lado Sun et al. (2002) ao estudarem a reação de 
carcinomas pancreáticos a esta proteína, denotaram uma expressão mais 
elevada nas neoplasias não metastáticas, mais diferenciadas, não 
invasivas e em graus I e II, em comparação com as neoplasias 
metastáticas, indiferenciadas, invasivas e de graus III e IV, resultados estes 
que não se identificam com os do presente estudo. 
No estudo de Vascellari et al. (2012) sobre os mastocitomas 
caninos também não foi encontrada associação significativa entre a 
expressão de Bcl-2 e as classificações histológicas utilizadas (Patnaik e 
Kiupel). Porém, foi referido neste estudo uma outra investigação referente a 
mastocitose cutânea em humanos que revelou um aumento de expressão 
de Bcl-2, quando comparada com controlos saudáveis, sugerindo que o 
prolongamento da sobrevivência dos mastócitos pode estar associado com 
o aumento do seu número. Todavia, a expressão de Bcl-2 não foi 
relacionada com o prognóstico. 
A Bcl-2 não altera a velocidade da proliferação celular, mas 
prolonga a sobrevivência das células, visto que aumenta o seu número ao 
contrariar a apoptose, resultando, assim, na génese e progressão tumoral 
(Sun et al., 2002; Faria et al., 2006). A sobrexpressão desta proteína pode 
ser um fator negativo na progressão das neoplasias e assim a inibição do 
mecanismo apoptótico pode ser utilizado como um fator de prognóstico da 
progressão da neoplasia (Porichi et al. 2009). 
O aumento de Bcl-2 neste estudo, de acordo com a graduação 
histológica, poderá indicar que a sobrexpressão se encontra diretamente 
ligada ao grau de malignidade tumoral (Faria et al., 2006). 
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3.4.5. RAZÃO BCL-2/BAX 
 
No presente estudo pôde observar-se uma menor razão nos graus 
I e II e maior razão Bcl-2/Bax no grau III em comparação com o grau I e II. 
Estes resultados são semelhantes aos de Porichi et al. (2009) no estudo de 
carcinoma do endométrio e de Faria et al. (2006) no estudo de tumores 
astrocíticos, tendo este último sido associado ao aumento da sobrevida 
celular consoante a progressão tumoral. Por outro lado, com a deteção do 
aumento paralelo na deteção de Bax e Bcl-2 conforme a gradação dos 
astrocitomas, Faria et al. (2006) sugeriram que existem mecanismos de co-
regulação entre a expressão dessas proteínas durante a progressão 
maligna dos tumores astrocíticos. Porichi et al. (2009) reforçam ainda que 
em células malignas a expressão de Bcl-2 deveria ser elevada já que a 
supressão da apoptose parece ter um papel importante na carcinogénese, 
o que no presente trabalho decorreu nos tumores de grau III que, visto 
serem mais agressivos, sobrexpressam um sinal anti-apoptótico. 
 
 
3.4.6. KI-67 
 
O número relativo de células positivas ao Ki-67 é usado para 
determinar o índice de proliferação ou o número relativo de células 
envolvidas ativamente no ciclo celular, tendo este marcador de proliferação 
sido considerado como um marcador de prognóstico independente em 
mastocitomas caninos (Webster et al. 2007; Oliveira, 2008; Maglennon et 
al., 2008; Vascellari et al., 2012). Por outro lado, na tentativa de utilizar este 
marcador para avaliar o prognóstico nos mastocitomas de grau II com 
associação às suas margens, este foi fidedigno para a estimação da 
sobrevivência em mastocitomas de margens incompletas, mas não para a 
recorrência e metástases, já que quando estes revelavam maior 
positividade a Ki-67 apresentavam um tempo de sobrevivência mais 
reduzido. Os mastocitomas de grau II com margens completas 
apresentavam por si só uma maior taxa de sobrevivência visto que uma 
excisão de margens completas reduz a recorrência desta neoplasia (Ozaki 
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et al., 2007). Maglennon et al. (2008) reforçaram a ideia de que o Ki-67 
tinha um papel na avaliação do prognóstico dos mastocitomas de grau II. 
Neste estudo o score final resultante da avaliação do QS revelou 
tendência para High Ki-67 nos mastocitomas mais indiferenciados e a 
média dos H-scores e dos índices apoptóticos revelou uma tendência de 
aumento do grau I para grau III, com a exceção do grau II que apresentou 
um valor mais elevado. Estes resultados encontram-se de acordo com os 
estudos realizados por Sakai et al. (2002), Oliveira (2008) e Vascellari et al. 
(2012) que revelaram positividade crescente, de acordo com o aumento do 
grau histológico, tendo os dois últimos relacionado o aumento da 
proliferação celular com o aumento da mortalidade relacionada ao 
mastocitoma, taxa de recorrência local e metástases.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A escassez do estroma nos mastocitomas caninos dificulta a 
aplicação de métodos imunohistoquímicos. 
Com o método de TUNEL o índice apoptótico foi crescente com a 
graduação histológica, podendo este método ser um potencial indicador de 
prognóstico, logo que confirmando num maior número de amostras. 
O marcador pró-apoptótico Bax revelou um índice apoptótico 
decrescente com a graduação histológica, não validando os resultados do 
TUNEL. 
O marcador anti-apoptótico Bcl-2 revelou resultado antagonista do 
Bax e crescente com a graduação histológica. 
O mastocitoma de grau II não respeitou a tendência observada nos 
resultados do Bax e Bcl-2, pondo em causa a sua existência e a 
classificação de Patnaik já que neste grau intermédio pode haver 
mastocitomas de comportamento biológico grau I ou de grau III. 
A razão Bcl-2/Bax foi crescente com a graduação histológica, 
confirmando que no grau representativo de maior malignidade há também 
maior expressão do marcador Bcl-2. 
O índice proliferativo foi crescente com a graduação histológica. 
A diminuição gradual do estímulo apoptótico, associada ao 
pressuposto aumento progressivo do incentivo proliferativo, sugere uma 
extensão na vida das células neoplásicas, um aumento do seu número e, 
consequentemente, progressão tumoral. 
Os mastocitomas caninos revelaram sensibilidade aos marcadores 
estudados mas serão necessários mais estudos com uma casuística maior 
para consolidar os resultados aqui expostos. 
Sendo o mastocitoma canino tão frequente na clínica veterinária é 
vital que todos os elementos da equipa possuam conhecimentos 
relativamente a esta neoplasia. Tendo o Enfermeiro Veterinário um papel 
cada vez mais relevante torna-se essencial que este melhore as suas 
competências em oncologia, ao aprofundar o seu conhecimento dos 
processos celulares envolvidos nesta neoplasia. 
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